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Apresentacao

Este “Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratério” € iniciativa
do Biotério de Produgao e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo. Os sete capitulos deste Manual tratam
de temas centrais envolvidos na organizagao e manutengcdo de um biotério para criagao
e experimentacdo animal de padrao internacional. Os autores sdo membros da equipe
do Biotério, tém a experiéncia pratica obtida pela vivéncia diaria associada a formagao
internacional especializada na area e sao eles que mantém os seus elevados padrdes
técnicos. Ao mesmo tempo em que se dividem em fungdes especializadas, compdem uma
equipe multidisciplinar, multiprofissional composta de biologistas, zootecnistas, veterinarios,
patologistas e engenheiros biomédicos, trazendo para o manual os diversos olhares

profissionais e uma abordagem integrada.

O manual comega com oportuno capitulo sobre a Histéria do Biotério, sobre sua
evolugéo e sobre as gestdes necessarias ao desenvolvimento no contexto universitario,
nas multiplas gestdes da FCF e do 1Q, e da prépria USP. Ensina como chegou a estrutura
atual, informatizada eficiente, com portal préprio como se vé nas estatisticas da produgao de

animais e dos ensaios biolégicos de experimentagao realizados.

Ao lado de questdes organizacionais e de controle de qualidade o manual
ndo esquece a questdo hoje tdo presente e importante para os pesquisadores, alunos e

professores, relativa a ética na experimentagédo animal.

A organizacao dos temas, a experiéncia dos autores, e a propria histéria do Biotério
tornam importante a iniciativa de tornar esse Manual num livro de divulgagao mais ampla, que
vai além de um simples manual de procedimentos. Certamente ele sera uma leitura muito Util

para todos os que trabalham com ciéncia e experimentagao animal.

Prof. Titular Franco Maria Lajolo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da






Prefacio

O Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratério do Biotério de
Producao e Experimentacao da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Instituto de Quimica
da Universidade de Sao Paulo é muito mais que um simples manual. Trata-se de uma obra
de inestimavel valor para todos os que criam ou usam animais de laboratério, tanto por seu
valor cientifico quanto por sua abordagem multidisciplinar.

Iniciando com a saga dos autores para conseguir o nivel de qualidade que obtiveram,
algo importante para incentivar tanto os técnicos bioteristas quanto administradores de Insti-
tuicdes que trabalham com a Ciéncia de Animais de laboratério.

Seus diversos capitulos abordam de forma simples e elegante todas as areas relativas
a Etica, a arquitetura, ao manejo, a biosseguranca enfim, toda a gama de conhecimentos
relativos as Ciéncias de Animais de Laboratdrio.

A mescla de informagdes, dados informativos de padrdes biolégicos dos animais do
Biotério de Producéo e Experimentagao da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Instituto
de Quimica da Universidade de Sao Paulo, aliados a diversos POPs séo fonte de inspiracdo
para outros Centros de Produgéo e Experimentacdo seguirem o exemplo e procurarem con-
tribuir com as informacdes de forma a se ter uma padronizacdo em todo o Pais.

Por fim, somente a extrema dedicacao, o profundo conhecimento e a vivéncia dos au-
tores poderiam ter gerado um documento tao importante para todos.

Aguardemos com ansiedade a ampliagédo e as proximas edi¢des!

Profa. Dra. Vera Maria Peters
Presidente da Sociedade Brasileira de Ciéncias
de Animais de Laboratério, SBCAL - 2012/2014
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Capitulo 1

Historico e Evolucao do Biotério da FCF-IQ/USP

Silvania M. P. Neves

Histdrico
Informatizagéo
Descricao do Biotério
Referéncias
Gestao
HISTORICO

Em 1985, a presente gestdo iniciava suas atividades no Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP), a fim de instaurar os
procedimentos necessarios para a adequagao a nova ciéncia que surgia, denominada Ciéncia
em Animais de Laboratério. Dessa forma, foram introduzidos procedimentos preconizados
por organismos internacionais para a criagdo de modelos bioloégicos de alta qualidade, que
se mantém desde entao.

Na ocasido, o Biotério mantinha a criagcdo de animais, classificada como padrao
sanitario holoxénico/convencional’, ou seja, animais de status sanitario ndo definido e que
poderiam estar potencialmente contaminados com patégenos zoonéticos.

Até entdo, ndo havia treinamento técnico adequado para os funcionarios condizente
com a complexidade do servigo desenvolvido. Também n&o existiam conceitos basicos de
seguranga no trabalho e ética no trato com os animais, tampouco registros de produtividade,
bem como controle genético, sanitario, nutricional e ambiental.

Assim, foram envidados esforcos para aperfeicoar e modernizar o espaco fisico do
Biotério, compartilhado entre a FCF-USP e o Instituto de Quimica da Universidade de Sao
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Paulo (IQ-USP), sendo seu funcionamento calcado em areas e gestdes independentes. Os
funcionarios receberam treinamento, iniciando, assim, os primeiros conceitos de trabalho em
equipe e de valorizagao pessoal, além de conscientizacdo da importancia na qualidade e no
uso racional de animais de laboratério. Nesse momento, foram imprescindiveis a colaboragao
e o incentivo dos pesquisadores professores Franco Maria Lajolo, Walter Colli, Paulo Minami,
Takako Saito e Maria Julia Manso Alves.

Com a instauragcdo do controle da produgdo dos animais de laboratério, o
estabelecimento correto dos sistemas de reprodugéo para as diferentes espécies existentes
no Biotério, a aplicagdo dos conceitos de ética e bem-estar animal, as orientagdes para a
segurancga no trabalho, além das melhorias aplicadas na area de higienizagdo dos materiais,
inclusive com a aquisicao da primeira autoclave de barreira, foi possivel, em 1988, aprimorar
a qualidade sanitaria dos animais.

Nesse periodo, com o incentivo dos professores do Departamento de Alimentos da
FCF-IQ/USP, iniciaram-se os primeiros estudos sobre a Avaliagdo Nutricional das Ragdes
Comerciais para Ratos e Camundongos, procedimento fundamental na padronizagdo da
higidez dos animais de laboratério (Capitulo 7).

Em 1989, em visita a um dos maiores produtores de animais de laboratério, Charles
River Laboratories, Inc. nos Estados Unidos, além de outros centros na Europa, foi possivel
conhecer a tecnologia desenvolvida para a producdo de animais de laboratério segundo
o padrdo de gnotobidticos', fato que agregou novos conhecimentos para a produgdo de
animais de alta qualidade, que garantissem resultados experimentais reprodutiveis. Assim,
essa gestao recorreu as diretorias e as Comissées de Biotério da FCF-IQ/USP para solicitar
melhorias. As solicitagdes foram gradativamente atendidas, até mesmo para suprir a uma
demanda crescente e exigente.

Por consenso, as dire¢gdes das duas unidades decidiram unificar as atividades, o espacgo
e a gestao do Biotério em 1992, mas somente a partir de 1997 efetivamente passou a existir
uma gestao unica, que recebeu a denominacgéo de Biotério de Produgéo e Experimentacao
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da USP.

Nesse periodo, o Biotério foi contemplado com o Projeto FAPESP (Fundagéo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo) — dentro do Programa de Infraestrutura “Implementagéo
do Biotério Experimental da FCF-IQ/USP” —, elaborado pela Comissao de Biotério sob a
coordenacgdo da professora Maria Inés R. M. Santoro, o que possibilitou a realizagdo da
reforma do Biotério. Para essa reforma, foram considerados a limitagdo do espago existente,
a estrutura fisica do edificio, os conceitos de layout da época, bem como a necessidade de
espaco para a realizacdo dos ensaios biolégicos pelos pesquisadores.

Durante a reforma, com o apoio das diretorias do FCF-IQ/USP e das assessoras
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administrativas com suas equipes, foi cuidadosamente planejado, de acordo com as
possibilidades existentes, o remanejamento de animais e funcionarios para instalagdes
provisorias, uma delas cedida pelo Instituto Butantan. Apesar dos incontaveis transtornos
inerentes a qualquer reforma, o Biotério continuou atendendo os pesquisadores, que
mantinham projetos de pesquisas com as agéncias de fomento. A Figura 1 apresenta a
producgéo e o fornecimento de animais “Padrao Sanitario Convencional” de 1985 até 2000.
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Figura 1. Produgao e fornecimento de animais “Padrao Sanitario Convencional”

Em 2001, foram inauguradas as novas instalagées do Biotério, que possibilitaram a
introdugdo de novas tecnologias e, para oferecerem um trabalho altamente especializado,
os técnicos do biotério receberam aprimoramento na area de Ciéncia em Animais de
Laboratdrio, estabelecendo-se grupos de estudo referentes as atividades de cada funcionario
dentro do Biotério. Isso resultou em melhorias no atendimento aos pesquisadores das
unidades, otimizando a producdo. Nesse mesmo ano, foram importadas varias linhagens de
camundongos e ratos reprodutores provenientes das empresas Taconic — Quality Laboratory
Animals e Jackson Laboratory, nos EUA, com o objetivo de iniciar a produgdo de animais
Specified Pathogen Free (SPF)' (Capitulo 4).

A partir de entdo, o Biotério de Producédo e Experimentagdao da FCF-IQ/USP vem
seguindo diretrizes e padrdes preconizados por érgaos nacionais e internacionais.
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Cabe reportar que, em 2001, a coordenagéo do Biotério participou ativamente para a
formacao da rede de biotérios da USP, proposta elaborada pela Pré-Reitoria de Pesquisa, por
iniciativa do professor Hernan Chaimovich.

DESCRIGAO DO BIOTERIO
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Figura 2. Secdes do Biotério: visao geral

As instalagdes do Biotério sdo divididas em trés areas distintas: produgao de animais
Specified Pathogen Free (SPF); higiene e esterilizagédo; e experimentagdo. O espago fisico
compreende 860 m?, sendo aproximadamente 200 m? para cada area e 260 m? para o complexo
do sistema de ar condicionado. As trés areas sdo separadas por barreiras sanitarias e rigido
sistema de fluxo operacional (Figura 2). Desde 2006 o Biotério deixou de ser um setor e,
tornou-se uma diretoria técnica de servigo, de acordo com a estrutura organizacional da FCF/
USP. Dessa forma, as trés areas distintas passaram a ser denominadas se¢des, cada uma
delas com as respectivas chefias, o que possibilitou uma melhor distribuicdo operacional.
Além disso, as chefias receberam treinamento internacional, outorgados com certificagao
da Federation of European Laboratory Animal Science Associations (Felasa)? Category C,
regulamentando suas atividades na Ciéncia em Animais de Laboratério. As caracteristicas
das secoes estdo detalhadas nos Capitulos 4, 5 e 6.
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A producéo anual do Biotério é de 12 mil animais, que atendem a condi¢bes sanitérias,
genéticas, nutricionais e ambientais definidas e padronizadas (Figura 3). Aproximadamente
60 pesquisadores da comunidade multiusuaria da FCF-IQ/USP utilizam o Biotério, que da
suporte, por meio da segéo de experimentagao, a cerca de 70 ensaios bioldgicos/ano (Figura
4).
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Figura 3. Producao de animais com padrao sanitario Specified Pathogen Free
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Figura 4. Ensaios bioldgicos realizados na segao de experimentagao
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GESTAO

O conceito de gestdo & amplo e pode compreender diversos aspectos. Pode-se
defini-lo como agéo ou forma de administrar, controlar e dirigir todas as atividades de uma
organizagdo que sao necessarias para um funcionamento eficaz, utilizando-se de recursos
disponiveis®. Assim, para a obtencao de resultados eficazes, o Biotério tem os seguintes
principios norteadores:

Missao: Atender a comunidade multiusuario da FCF-IQ/USP, segundo as exigéncias
éticas e produzindo animais com exceléncia;

Visao: Ser um centro de referéncia na Ciéncia em Animais de Laboratorio;

Valores: Aprimorar constantemente os procedimentos que envolvem animais por meio
do atendimento de padrbes nacionais e internacionais, atualizagdo continuada da equipe e
dos alunos e compartilhamento do conhecimento.

O Biotério apresenta um modelo de gestdo estratégica de praticas e padrdes nos
processos e no controle da qualidade, que contempla a gestdo de pessoas, tecnologia,
biosseguranga e disponibilizagdo da informagdo e do conhecimento®, os quais estédo
apresentados nos demais capitulos deste manual. Isso permitiu ao Biotério atuar de acordo
com as normas estabelecidas no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals*, atendendo
as diretrizes da Politica Ambiental da FCF-IQ/USP, determinadas pela NBR 14001°%, o que o
levou a obter a certificagcao pela Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) em
nivel de biosseguranga Il (NB2)°.

Atualmente, a equipe técnica é constituida por 14 profissionais, graduados e técnicos,
devidamente qualificados na area de atuagao e em constante processo de atualizagao. Além
disso, esses profissionais tém clara definicdo de suas fung¢des, bem como a competéncia e a
responsabilidade necessarias para cumprir seu compromisso institucional.

O processo de planejamento, execugéao e controle das atividades do Biotério € discutido,
executado, monitorado, registrado e informatizado junto com as equipes de cada uma das
trés segbes, em um modelo de gestdo compartilhada, que visa a eficacia e a eficiéncia.

INFORMATIZAGAO

Com a informatizagdo dos registros e a divulgacdo de conhecimentos na area da
Ciéncia em Animais de Laboratério, a equipe do Biotério desenvolveu um portal em linguagem
ASP com base HTML e acesso a um banco de dados personalizado (Figura 5)”. Dessa forma,
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foi possivel divulgar e controlar os processos de forma on-line, mantendo as informacdes
atualizadas constantemente, bem como a interatividade de usuarios por meio de ferramentas
e solugdes personalizadas.

O portal permite que o usuario utilize uma area restrita e acesse relatérios individuais
sobre utilizagdo de animais e sala experimental, emissdo de normas e protocolos experimentais,
solicitacdo de animais por meio de formulario padronizado, além de informacdes sobre
biologia animal, modelos de animais produzidos no Biotério FCF-IQ/USP e artigos cientificos
sobre diversos assuntos referentes a Ciéncia em Animais de Laboratério.

A equipe do Biotério realiza registros e controles de cada se¢ao por meio do portal,
facilitando o acesso de dados e otimizando a comunicagéo entre as secgoes.

O website apresenta os seguintes beneficios:

v Administracdo on-line de cadastros, consultas e relatérios;
v Informagdes atualizadas;

v' Emisséo de relatérios personalizados;

v Controle de solicitagdo e fluxo de movimentagdo (utilizagdo de animais e salas
experimentais);

v' Emisséo de relatérios graficos anuais das se¢des de producado e experimentagao;

v Videos didaticos (em construgdo).
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Figura 5. Layout inicial do website do Biotério FCF-IQ/USP
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Este manual foi elaborado pela equipe do Biotério com o objetivo de registrar
as principais atividades realizadas e compartilhar com outros profissionais e alunos o
conhecimento adquirido ao longo de varios anos. Esta primeira edi¢éo vai facilitar a continua
atualizacdo e os ajustes de procedimentos a medida que novos modelos e novas tecnologias
s&o introduzidos.

Apesar da exceléncia conquistada na produgcdo de animais de laboratério, o
Biotério apresenta limitagdes fisicas, fator impeditivo para a introdugédo de novos modelos
experimentais, como os geneticamente modificados, tecnologia de ponta essencial para o
desenvolvimento das linhas de pesquisas em expansao nas duas unidades.

Em 2010, por solicitagdo das Comissdes de Biotério da FCF-IQ/USP, as diretorias das
duas unidades aprovaram uma expansdo do Biotério de 150 m?, area convenientemente
localizada e anexa ao Biotério.

O apoio incondicional das diretorias da FCF-IQ/USP, das Comissdes de Biotério e
das assessoras administrativas e financeiras, em conjunto com suas equipes, possibilitou ao
Biotério operar de forma produtiva e eficiente, cumprindo de maneira satisfatéria o objetivo
de dar continuidade aos trabalhos.
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Capitulo 2

Etica na Experimentacdo Animal

Flavia de Moura Prates Ong

Silvania M. P. Neves

Introducgéao Treinamentos

Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) Secao de experimentagao
Principio dos 3 Rs Referéncias
INTRODUGAO

A experimentagao animal tornou-se mais frequente na Europa, entre os séculos XVI e
XVIII. Nessa época, os cientistas baseavam-se em opinides como a do filésofo francés René
Descartes (1590-1650)" e suas ideias sobre o mecanicismo. Para o filésofo, os animais ndo
tinham a capacidade de sentir dor e eram considerados apenas maquinas complexas.

O avancgo da tecnologia e dessa nova ciéncia, denominada “Ciéncia em Animais de
Laboratério”, vem mudando paradigmas e comportamentos de pesquisadores e profissionais
que utilizam animais em pesquisa. Atualmente, temos plena consciéncia de que a sensibili-
dade do animal é similar a humana no que se refere a dor, memoaria, angustia e instinto de
sobrevivéncia (art. 2° — Principios Eticos na Experimentagéo Animal da SBCAL)?, devendo-
-se utilizar de todos os meios possiveis para minimizar a dor e o sofrimento do animal®. Os
experimentos devem ser realizados de maneira ética e justificada, ndo abusando do direito
do homem sobre os animais e evitando o sofrimento destes®.

Aregulamentacao brasileira é recente, e a lei para uso de animais em experimentagao
foi sancionada a partir de outubro de 2008. A Lei Arouca® n® 11.794 regulamenta a criagao
e a utilizagdo de animais em atividade de ensino e pesquisa cientifica em todo o territério
nacional.
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Com o advento dessa lei, foram criados o Conselho Nacional de Experimentagao Ani-
mal (CONCEA)®, o Sistema de Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais (CIU-
CA) e as normas para funcionamento das Comissdes de Eticas em Uso Animal (CEUAS)"#,
cujo objetivo € garantir o atendimento ético e humanitario do uso de animais para fins cien-
tificos.

COMITE DE ETICA EM USO ANIMAL (CEUA)

Existem normas nacionais e internacionais que regem a experimentag¢ao animal. Entre
elas esta a submiss&o dos projetos de pesquisa que utilizardo animais & Comiss&o de Etica
em Uso Animal da instituicdo a que pertencem. Cabe a comissao’® analisar, emitir parecer e
expedir certificado sobre os protocolos de experimentagéo realizados na instituicdo de acordo
com critérios preestabelecidos de principios éticos na experimentagao animal e compativeis
com a legislagao vigente. Essa comisséo tem o poder de aprovar ou n&o os protocolos expe-
rimentais analisados segundo o cumprimento das normas éticas.

O Biotério atende duas unidades distintas da Universidade de Sao Paulo (USP): a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) e o Instituto de Quimica (IQ). Nesse contexto, o
trabalho é realizado em conjunto com os dois Comités”® (Figura 1).

Participam dessas comissdes professores da instituicdo, veterinarios, bidlogos, zoo-
tecnistas, membros de ONG protetoras dos animais e funcionarios do Biotério.

Toda a documentag&o necessaria para a submissao de projetos de pesquisa esta dis-
ponibilizada no site da instituicdo ao qual a comissdo pertence’®, bem como legislagdes vi-
gentes, normas e principios éticos na utilizacdo de animais e formularios de solicitacao de
aprovacao do comité.

SUBMISSAO DO PROJETO DE PESQUISA A

CEUADAFCF OU DO 1Q 4\

Protocolo de

Relatério Final aprovagéo

Solicitagéo de animais para a
Execug&o do ensaio secao de produgao

- Planejamento da metodologia e J
Planejamento e produgéo dos
Fornecimento dos animais ~ ———— | —

agendamento da sala
animais .
experimental

Figura 1. Fluxograma: Procedimentos envolvidos desde a submissao de projeto ao Comité de Etica no
Uso de Animais até a execugao do ensaio
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PRINCIiPIO DOS 3 Rs

Em 1959, o zoologista William M. S. Russell e o microbiologista Rex L. Burch publicaram
o livro The Principles of Humane Experimental Technique, no qual estabeleceram o principio
dos 3 Rs, 0 que trouxe avangos para a pesquisa com animais e estabeleceu um grande
marco para a Ciéncia em Animais de Laboratério®.

Os autores conseguiram sintetizar o principio humanitario de experimentagcao animal
em trés palavras importantes, o qual deve ser seguido no momento da elaboracéo dos
projetos de pesquisas com animais. As trés palavras originam-se do inglés e comegam com
“‘R”, por isso passaram a ser denominadas como principio dos 3 Rs: Replace, Reduce e
Refine. Em sua proposta, Russel e Burch® sugerem a substituicdo do uso de animais por
modelos alternativos ndo sensiveis, a redugao do numero de animais por experimento e o
refinamento das técnicas e procedimentos que serao realizados nos animais.

O Quadro 1 resume cada uma dessas trés palavras e sua importancia para a pesquisa
com animais.

Quadro 1. Principio dos 3 Rs — The Principles of Humane Experimental Technique

Replace — consiste na substituigdo do uso de animais por modelos alternativos ndo sensiveis, sempre que possivel, ou por animais
com sistema nervoso menos desenvolvido. Dessa forma, a lei vigente no pais criou uma cdmara permanente intitulada Métodos
Alternativos, para a validagao e a divulgagao desses métodos

Alguns exemplos de métodos de substituigdo ao uso animal sdo: modelos computacionais e matematicos, teste in vitro, cultura de
células, modelos e simuladores mecanicos, filmes e videos interativos para demonstragdo em aulas

Reduce — consiste na redugéo do numero de animais por experimento, sem prejudicar a qualidade do resultado experimental. Esta
pode ser obtida, por exemplo, com célculos amostrais bem definidos e com a escolha do melhor modelo biolégico a ser utilizado

Para o tratamento estatistico, podem ser considerados testes-pilotos, que muitas vezes, definem com mais precisdo o nimero de
animais a serem utilizados

A escolha do modelo adequado para o experimento implicara a redu¢édo do nimero de animais e a melhor qualidade do resultado final

A defini¢do da linhagem também é um passo importante para a redugdo. Quando se utilizam animais isogénicos, por exemplo,
retira-se a variabilidade genética do experimento, diminuindo, assim o seu n. Para isso, devem ser realizados questionamentos
fundamentais para a escolha do melhor modelo, que séo:

1- Qual é a espécie?

2- Qual é a linhagem?

3- Qual é o padrdo sanitario do modelo escolhido?

Refine — Os cientistas propdem que as técnicas e os procedimentos que serdo realizados nos animais sejam menos invasivos e o
mais refinados possivel, sendo capazes de reduzir a dor, a angustia e o sofrimento animal. Esse refinamento abrange protocolos
experimentais bem definidos de anestesia, analgesia, assim como a utilizagdo, sempre que necessario, de anti-inflamatérios e
antibiéticos, no pré e no poés-cirdrgico (Capitulo 6)

Os métodos de coleta de sangue e imunizagdes também devem ser os menos invasivos possiveis, onde alguns métodos requerem
a utilizagdo de técnicas anestésicas e treinamentos

O treinamento da equipe envolvida no experimento é de suma importancia. Todos devem ter conhecimento das técnicas e proce-
dimentos que seréo realizados nos animais, bem como de manuseio e métodos de contengéo

Outro ponto importante é o reconhecimento de comportamentos especificos da espécie ou comportamentos de dor e estresse do
animal. Esse reconhecimento proporcionara ao pesquisador a introdugdo de métodos de alivio, caso o animal necessite, e uma
descrigdo mais precisa no monitoramento dos animais

1
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As pesquisas com animais atualmente estdo fundamentadas em conceitos éticos e
humanitarios de utilizac&o. Para haver ética no uso dos animais, é preciso haver conhecimento.
Assim, quanto mais conhecimento sobre comportamentos especificos (Capitulo 3) e fisiologia
da espécie, bem como treinamentos sobre procedimentos praticos, mais experimentos serdo
conduzidos com o intuito de diminuir a dor, a angustia e o estresse dos animais.

TREINAMENTOS

O ftreinamento do pessoal envolvido com a experimentagdo animal garante o
desenvolvimento de um trabalho ético e de melhor qualidade. O manuseio dos animais de
maneira correta e uma boa contencao refletem na diminuicao do estresse do animal e em um
bom andamento do experimento™.

Os CEUAS da FCF-IQ/USP7® exigem treinamento dos alunos quanto aos procedimentos
e técnicas que serao realizados nos animais. O Biotério realiza agendamentos de treinamento
individual dos alunos e emite certificado, que deve ser entregue a Comissao de Etica da
instituicdo, dando, assim, prosseguimento a analise do projeto (Anexo 24).

Anualmente o IQ-USP oferece, em seu curso de pds-graduacgéo, a disciplina Animais
de Laboratério, ministrada pela equipe do Biotério, entre outros profissionais, que oferecem
aulas tedricas e praticas sobre os procedimentos com os animais, sendo apresentados
também videos e fotos de procedimentos praticos (Capitulo 6).

Para a aula pratica com os alunos desse curso, é realizado o agendamento prévio no
Biotério, que apresenta um cronograma de datas disponiveis. Esses treinamentos incluem
técnicas de manuseio e contengao e técnicas especificas de acordo com os procedimentos
necessarios em cada tipo de experimento. E comum o aluno apresentar certo receio ao
manusear os animais, porém isso € minimizado ao longo do treinamento' "2,

SECAO DE EXPERIMENTACAO

Ao iniciar o experimento no Biotério, o pesquisador e/ou aluno responsavel pelo
experimento recebe as normas internas de biosseguranga e um protocolo que deve ser
preenchido, com questdes especificas sobre o experimento a ser realizado (Anexo 22). Entéo,
prossegue-se com o treinamento sobre a paramentacgao correta, fluxo de entrada e saida do
Biotério, conhecimento das areas comuns e da sala onde o experimento sera realizado.

O responsavel pela segéo de experimentagéo recepciona o pesquisador, sanando todas
as suas duvidas sobre normas internas, como deve ser monitorado o experimento, onde adquirir
materiais de trabalhos de rotina, entre outras questdes que surgirao ao longo do experimento.

12
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Apds a submissdo dos projetos de pesquisa as CEUAs das duas unidades, os

protocolos aprovados sdo encaminhados ao Biotério, onde recebem um numero de controle
e sao arquivados. Por meio das informagbes contidas nos protocolos, a equipe do Biotério
controla a saida de animais para os pesquisadores, obedecendo aos critérios de quantidade
de animais, espécie, linhagem e sexo.
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Comportamento e Enriquecimento para Ratos e
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Introdugéo

Tipos d i i t biental
Comportamento de ratos e camundongos pos de enriquecimento amblenta

Enriquecimento social
Comportamento materno q

Enriquecimento com contato social

. . . . Enriquecimento sem contato social
Alojamento e enriquecimento ambiental

. . . . Enriquecimento fisico
O que é enriquecimento ambiental? q

Como avaliar as estratégias de CelIpSic e

enriquecimento? Enriquecimento sensorial
Refine versus padronizacéo Enriquecimento nutricional
Referéncias
INTRODUGCAO

Um importante conceito de bem-estar dos animais é a homeostase, que significa que
o animal esta em harmonia com seu ambiente interno (temperatura, conteddo hidrico etc.) e
externo (temperatura ambiente, som etc.). Ahomeostase exige que o animal se adapte e tenha
controle diante de situagdes diversas. Quando a homeostase ndo pode ser mantida, pode
ocorrer desconforto ou estresse, com possivel manifestacdo de doenga ou comportamento
anormal, como estereotipias’?.

Estereotipias sdo comportamentos repetidos de padrdao simples, como movimentos
em circulos ou pulos constantes na gaiola, que parecem nao ter sentido e sao tipicos de
animais alojados isoladamente’.
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E dever do ser humano promover o bem-estar dos animais, em que, juntos, contribuirdo
para o bem-estar de todos?. Segundo a Ciéncia em Animais de Laboratoério, o bem-estar
dos animais deve ser assegurado tanto na produgdo como na experimentagdo, mantendo o
alojamento e as condi¢gdes ambientais controlados (Capitulos 4 € 6).

Fazer um manejo e um transporte cuidadoso, bem como conhecer a importancia,
as necessidades e os comportamentos normais das espécies utilizadas como animais de
laboratério, também sao fatores essenciais para que se evite o estresse e possibilite a
promogao do bem-estar animal, obtendo, assim, dados confiaveis e pesquisas satisfatorias.

COMPORTAMENTO DE RATOS E CAMUNDONGOS

Ratos e camundongos de laboratorio sempre mostram similaridade com a reprodugao
navida selvagem"'. Na natureza, ratos sdo escavadores e constroem tlneis para dormir durante
a fase clara do dia. Preferem viver nos sistemas de esconderijos (tuneis) localizados préximos
a agua. Os tuneis terminam em um compartimento, usado para ninho e armazenamento de
comida. Sao animais sociaveis e desenvolvem uma hierarquia entre os grupos?®.

Os camundongos sédo pequenos e tém uma grande area de superficie por grama
de peso corpéreo, resultando em mudangas fisiolégicas em resposta as flutuagbes da
temperatura ambiental. Demonstram capacidade de fazer ninho e toca, que os ajudam a
manter a temperatura corpérea. Geralmente, ndo conseguem regular a temperatura do corpo
tdo bem como os grandes mamiferos e s&o intolerantes ao calor'.

Ratos e camundongos apreciam o convivio em grupo. Nos biotérios, a inser¢cdo ou a
retirada de animais de uma gaiola envolve um esforgo adicional para o restabelecimento de
novos grupos’. Isso se deve ao fato de que cada animal tem seu papel como dominantes ou
dominados, desenvolvendo uma hierarquia social’?°.

Deve-se tomar cuidado para assegurar a compatibilidade, principalmente entre machos
adultos de camundongos, que podem brigar, a menos que sejam criados juntos desde o
desmame e que seja obedecida a orientagdo de densidade populacional maxima por gaiola*®
(Capitulo 4 — Tabela 5). Mesmo assim, ainda podem ocorrer brigas entre eles depois dos
dois meses de idade. Na linhagem de camundongos Swiss Webster e BALB/c, por exemplo,
podem ocorrer ferimentos na cauda, na lombar ou em outras regides. As brigas também sao
comuns entre machos reprodutores provenientes de gaiolas diferentes e agrupados em uma
mesma gaiola.

Embora a agressividade em ratos seja rara, os machos brigam mais do que as
fémeas*. Machos reprodutores podem brigar se originados de gaiolas distintas e forem
agrupados. Dependendo da linhagem, em situagdes de superpopulagédo, podem-se observar
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brigas por disputa de territorio®*.

Quanto as fémeas, tanto de ratos quanto de camundongos, podem ser alojadas juntas
em qualquer idade, mesmo se forem provenientes de gaiolas diferentes ou ja utilizadas como
reprodutoras, sem que ocorram incidentes desfavoraveis. Em geral, as fémeas so6 brigam, em
alguns casos, para defender seus filhotes’.

Um comportamento comum nos ratos é a postura em pé (Figura 1), usada para explorar
o ambiente e lutar (entre ratos jovens, € uma forma de brincar)®. Por isso, € importante que
as grades das gaiolas sejam altas, para permitir que os ratos observem fora da gaiola, além
de facilitar a cobertura da fémea pelo macho durante o acasalamento.

.

i
g
=

Figura 1. A) Ratos na postura em pé observando o exterior da gaiola; B) Vista aproximada

Ratos e camundongos tém o habito natural de coprofagia*®'®', ou seja, ingerem as
préprias fezes, o que pode alterar o efeito da dieta nos resultados experimentais relacionados
a nutricdo. Existe a possibilidade de que esse comportamento seja aumentado por dietas
deficientes, porém, até mesmo com dietas adequadas, pode ocorrer a reingestdao das
fezes*", por se tratar de um comportamento natural dos roedores. O uso de gaiolas com
chéo de arame em experimentos n&o previne a coprofagia, pois eles podem retirar as fezes
diretamente do anus'. Além disso, testes de preferéncia indicaram que roedores preferem
pisos sélidos com cama a pisos de arame'2. Os pisos de arame nao permitem que os animais
desenvolvam seus comportamentos normais, 0os deixam inseguros e comprometem o seu
bem-estar. Se for mesmo necessario o seu uso, seu tamanho e espagamento precisam ser
proporcionais ao tamanho do animal alojado, para minimizar o desenvolvimento de lesées na
superficie plantar das patas®, assegurando o conforto dos animais.

As espécies apresentam diferentes habilidades auditivas. Entre elas, ocorre uma
variagao consideravel na audigdo de altas e baixas frequéncias'. Alguns animais séo
capazes de captar frequéncias de som mais elevadas do que as captadas pelos ouvidos
humanos (ultrassons) (Figura 2), fazendo uso disso para a comunicagao. Alguns ultrassons
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produzidos pelos animais, como os ratos e os camundongos, séo inaudiveis pelo homem,
como o0 som produzido na comunicagao sexual ou para evitar que os filhotes se afastem do
ninho. Os filhotes comunicam-se com a mae por meio da emissédo de vocalizagbes de alta
frequéncia. Outras vocalizagdes podem ser escutadas por ndés, como no caso das emitidas
em agressoes’23,

Limite auditivo dos animais de laboratorio

Frequénciaem kHz
016 032 064 125 250 500 1 2 4 8 16 32 64 128

'} L ' 1 't ' ' L ' '} L '\ L s

Tartaruga da orelha vermelha

Sapo-boi
” Pombo
Camundongo

-~
Rato

Hamster

Coelho
Cobaia
Cao
Gato
Porco

Macaco japones

Humanos
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016 032 064 125 250 500 1 2 4 8 16 32 64 128
Frequénciaem kHz

Figura 2. Limite auditivo dos animais de laboratério em relagdo ao dos humanos. (Fonte: Adaptado de
Heffner')

Os sons produzidos, como o de cortejo, cuidado materno, agressao e defesa, podem ser
afetados pelo nivel de ruido no ambiente. Os animais podem se adaptar aos ruidos continuos
no ambiente, mas os ruidos de longa duragéo e alta intensidade ou agudos séo perturbadores,
causando estresse, alteragbes metabdlicas, reducao da fertilidade, canibalismo e danos ao
aparelho auditivo. Alguns equipamentos utilizados nos biotérios e laboratérios emitem sons
que podem estressar os animais sem que tenhamos conhecimento, como da agua corrente
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ou de mangueiras de pressao. Gaiolas com superpopulagcdo também geram ultrassons, que
podem dificultar a comunicagéo entre os animais e causar estresse?*,

Ratos e camundongos sdo homeotérmicos, ou seja, controlam a temperatura
corporal, independentemente da variagédo térmica do ambiente, variando sua taxa metabdlica.
Variagdes bruscas de temperatura e umidade podem causar estresse, queda de resisténcia e
maior suscetibilidade a infecgdes, acarretando problemas respiratérios em animais mantidos
em alta umidade e/ou baixas temperaturas®.

Animais mantidos abaixo da temperatura ideal apresentam constrigdo dos capilares
superficiais, piloerecdo, postura enrodilhada, aumento da ingestdo de alimentos e da
construcdo de ninhos*.

Ratos e camundongos tém ciclo circadiano. O padrdo de ciclo claro/escuro
geralmente é de 12 h claro/12 h escuro. Esse ciclo pode ser aumentado para 14 h para
fins de pesquisas. Sdo animais de habitos noturnos, porém, segundo alguns autores, o
camundongo, diferentemente do rato, € um alimentador diurno, consumindo a maioria de
sua alimentagao no periodo de luz’. Em razao do ciclo circadiano, a troca da gaiola suja dos
animais deve ser mantida sempre no mesmo horario, assim como o manuseio durante os
ensaios experimentais.

Apresentam boa visdo, mas, como sao animais noturnos, evitam a luminosidade
intensa’®. A luz pode afetar a fisiologia, a morfologia e o comportamento de diversos animais,
e a iluminagcdo inapropriada é estressante. Os animais albinos sdo mais sensiveis as
altas intensidades de luz, mesmo que para nés pareca confortavel. Em longo prazo, a luz
intensa pode causar lesdes em suas retinas?. O periodo de exposicdo a luz pode afetar
o0 comportamento reprodutivo dos animais, assim como 0 peso e a ingestao de alimentos.
Por isso, sao utilizados temporizadores em biotérios para controlar os ciclos claro/escuro.
Mudangas nesse ciclo requerem duas semanas para adaptagdo dos animais* e devem ser
realizadas de maneira gradual, e ndo abrupta’.

O sentido mais desenvolvido e importante dos ratos e camundongos é o olfato.
Por meio de odores naturais ou da urina, os machos demarcam territério. S&do capazes
de identificar alimentos, membros do sexo oposto, intrusos e ainda reconhecer o odor da
pessoa que limpa a sua gaiola e lhes fornece alimento*. Por isso, o experimentador deve
evitar o uso de perfumes, anestésicos volateis e a presenca de sangue fresco em aventais ou
sobre bancadas. Além disso, durante um experimento, recomenda-se nédo mudar o técnico
responsavel pela troca das gaiolas. Se por acaso houver a troca do técnico ou do pesquisador,
os roedores ficam mais agressivos até a adaptagédo aos odores da pessoa nova?. Também
pode haver queda na produgao dos animais.

As longas vibrissas (Figura 3) proximo ao focinho presentes nos ratos e camundongos
funcionam como receptores tacteis, e servem para detectar a presenga de objetos ao seu
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redor, mesmo que estes ndo tenham odor. Como é um animal noturno, as vibrissas permitem
orienta-lo na escuridao. A sensibilidade olfativa e a sensibilidade tactil (vibrissas) constituem
os principais sentidos desses animais, o que lhes possibilita detectar os alimentos, o sexo
oposto e os predadores. O tato também é exercido pela superficie plantar das patas?®. Quando
estressados, os roedores se aproximam das superficies, sentindo-se mais seguros. Gaiolas
aramadas impedem o contato com piso so6lido, alterando seus comportamentos normais’.

& . .‘

Figura 3. Vibrissas presentes proximo ao focinho do rato

Os ratos e camundongos ndo tém glandulas sudoriparas. A cauda tem papel na
termorregulacdo, na qual a vasodilatagdo dissipa o calor e a vasoconstrigdo conserva o
calor. Nos animais recém-nascidos (até o final da primeira semana de idade), ndo existem
mecanismos termorreguladores*. Aconchegam-se na mae e nos outros filhotes para manter
a temperatura ideal. Assim, se forem abandonados fora do ninho poderdo morrer de
hipotermia®*. Por isso, € muito importante que os neonatos utilizados em experimentos sejam
logo utilizados e posteriormente eutanasiados (Capitulo 6) assim que retirados da mae, pelo
fato de ndo regularem a temperatura corpérea (sao poiquilotérmicos)? e pela auséncia do leite
materno.

As duas regides do estbmago (grande porcdo aglandular ou estdémago anterior, e
a porgao glandular) sdo separadas por uma prega limitante que previne a capacidade de
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vomitar*?, facilitando os procedimentos de gavagem (Capitulo 6).

Tém o habito de limpeza (grooming), que faz com que a secregéo oleosa produzida
pelas glandulas da pele seja distribuida pelo corpo, mantendo a pelagem limpa e com brilho*.
A falta desse habito indica que o animal esta com algum problema™.

A cromodacriorreia € causada por uma secrecdo de um pigmento de coloragéao
avermelhada (porfirina) nos olhos e no nariz, indicando sofrimento ou estresse (Figura 4).
Esta pode ocorrer pela liberagcao da aménia no ambiente decorrente da falta de troca das

gaiolas, pela falta da ventilagdo ambiental ou pela liberagdo de gases irritantes produzidos
por produtos de limpeza“.

Figura 4. Secrecao de porfirina nos olhos de ratos

Os roedores gostam de brincar e é por meio das brincadeiras que vao desenvolvendo
sua maturidade emocional. Portanto, deve ser proporcionado espago suficiente nas gaiolas
para o animal se esconder ou lutar, para que se preparem para situagoes estressantes do
futuro. E com os pais e congéneres que aprendem os comportamentos normais da espécie?.
O enriquecimento ambiental € uma forma de contribuir para essas brincadeiras e sera
discutido a seguir.

O barbeamento (barbering) € um comportamento dominante observado em algumas
linhagens de camundongos que pode ser causado por excesso de animais na gaiola, idade

21



Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratorio

de desmame ou dieta. O camundongo dominante realiza a tricotomia dos seus companheiros
submissos na mesma gaiola, em varias regides como focinho, corpo ou cabecga (Figura 5).
Geralmente, observa-se somente um camundongo com os pelos normais (dominante) em
relacdo aos demais. Ao retirar o animal dominante, outro assumira essa fungao. Apesar
desse comportamento, deve-se entender que os camundongos s&o animais sociais e devem
ser mantidos em grupos compativeis'#-

Figura 5. Macho reprodutor da linhagem C57BL/6 com falha de pelo no focinho causada pela fémea
dominante na mesma gaiola

E importante que se conheca o comportamento normal desses animais para que se
possa comparar com o comportamento de dor. Ratos e camundongos podem sinalizar que
estdo com dor quando apresentam perda de peso, vocalizagdo, postura curvada, piloeregao,
entre outros sintomas'"'® (Capitulo 6).

Fémeas alojadas juntas em grande numero, sem a presenca de machos, entrardo
em fase de anestro (auséncia de ciclos estrais), diestro ou pseudoprenhez. Esse efeito é
chamado de Lee-Boot. Se forem expostas a feromodnios de machos ou ao proprio macho,
comecgam a ciclar de 48 a 72 horas. Essa reagao é denominada efeito de Whitten e permite a
sincronizagao da ovulagdo em grupos de fémeas. Tais comportamentos sao mais observados

em camundongos do que em ratos™#'°,
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Outro efeito frequente em camundongos é o de Bruce, no qual durante o acasalamento
das fémeas por um macho, quando estas sdo expostas a outro macho ou aos seus feromonios
em até 24 horas, pode haver a reabsorcdo de 50% dos embrides'®. Isso ocorre porque o
feromdnio do segundo macho parece inibir a nidagéo, que é a implantagéo do évulo na parede
do utero, perturbando a secregéo de prolactina®. Essas fémeas entram novamente em estro
em quatro a cinco dias'. Esse efeito ndo é observado em ratos.

Comportamento materno

Fémeas defendem seus filhotes com tenacidade e, apés o nascimento de toda a
ninhada, principalmente durante os primeiros oito a dez dias, o comportamento da mae de
lamber os filhotes estimula as fungdes digestivas destes*. Apds o parto, podem-se ver as
manchas brancas no abdémen dos neonatos, indicando quais filhotes estéo ingerindo o leite.
Este & um fator importante no caso de selegdo ao nascimento'®% (Capitulo 4).

O comportamento materno em ratas € muito forte e confiavel® (Figura 6). Os filhotes
sdo amamentados 18 horas por dia na primeira semana de nascimento. A mae lambe os
filhotes para limpar as vias respiratérias e, apos o término do parto, coloca todos os filhotes
no ninho. Ratos lambidos por suas maes ao nascer se tornam adultos mais tranquilos, menos
medrosos e menos estressados; além disso, ratas que foram lambidas pela mae quando
filhotes costumam adotar o mesmo comportamento quando tiverem suas crias®.

Figura 6. FEmea amamentado
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O manuseio dos neonatos deve ser rapido, porém com cautela, para evitar que a mae
diminua os seus cuidados e deixe de lambé-los. Nos ratos, muitas vezes, a mae os carrega
de um lado para outro durante a troca das caixas sujas ou durante a observag¢ao da ninhada
(Figura 7). Quando esse comportamento ocorrer, deve ser mantida distancia da gaiola,
reduzindo o ruido. Geralmente, a mae adota esse comportamento para tentar encontrar um
espacgo onde possa colocar o neonato em seguranga. Se ocorrer muitas vezes, porém, isso
pode feri-los®.

Figura 7. Fémea do casal de ratos Wistar carregando os filhotes para protegé-los

O canibalismo dos neonatos depende da linhagem e, em muitos casos, pode ser
minimizado quando os animais ficam em um lugar calmo, com pouca intensidade de luz
e tenham material para fazer seu ninho', como sera discutido a seguir. Fémeas primiparas
sdo mais suscetiveis a rejeitar a ninhada. Neonatos fracos, natimortos ou mortos apés o
nascimento podem ser devorados pela mae®, pois servem de fonte de proteina; a mae
também pode deixa-los junto com os outros filhotes vivos ou, para manter o ninho limpo,
rejeita-los e segrega-los no canto da gaiola?.

Para evitar o canibalismo, ao manipular os neonatos, sugere-se friccionar as maos na
maravalha suja da gaiola quando for recoloca-los no ninho, para que a fémea nao estranhe o
odor da luva. Além disso, deve-se evitar manipular os neonatos no momento do nascimento,

quando ainda estéo sujos de sangue’.

Diversos fatores, como linhagem, ruidos altos no ambiente’, maes mais velhas (mais
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de 11 meses de idade)?', manuseio inadequado, troca muito frequente das gaiolas, presenca
de técnico novo, falta de agua ou comida, movimentos indevidos da gaiola, dieta inadequada
e desnutricdo das maes lactantes??, podem induzi-las a pratica de canibalismo nos filhotes.

ALOJAMENTO E ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Como séao sociaveis, os ratos e os camundongos devem ser alojados em grupos,
evitando o isolamento, para assegurar que desenvolvam comportamento e fisiologia normais?.

Alojamentos adequados que considerem o ambiente fisico e social desses animais,
assim como col6nias bem supervisionadas € manejos adequados, séo indispensaveis para a
producdo de animais de alta qualidade?.

As necessidades fisicas dos animais sdo supridas com dieta balanceada, clima
controlado e boas condi¢des de higiene, porém pode ocorrer estresse se o comportamento
for restrito em condigdes de alojamento padrédo. As gaiolas de laboratério geralmente néo sao
adequadas para as necessidades comportamentais e psicologicas dos animais. Os habitos
dos roedores de explorar, descansar, escalar, limpar-se, procurar alimento, fazer ninho e
comportar-se socialmente ndo sao totalmente considerados. Nos biotérios, preocupa-se
principalmente com o estabelecimento de normas de biosseguran¢ca e com a modernizagao
do alojamento, com o intuito de minimizar variaveis, como doengas infecciosas, exposi¢éao a
toxinas ou variagdes no ambiente. Contudo, essa padronizagdo na manipulagao dos roedores
tem consequéncias adversas para os animais em termos de falta de complexidade em seu
ambiente, limitando a capacidade dos animais de controlar seu ambiente fisico e social?*%’.

O que é enriquecimento ambiental?

O enriquecimento ambiental pode ser definido como uma alteracdo no ambiente
dos animais cativos, fornecendo-lhes oportunidades de expressar seus comportamentos
naturais®2°%_ E o termo usado para definir agdes que visam aprimorar o ambiente,
reconhecendo o problema potencial do bem-estarassociado com arestrigdo do comportamento
nos sistemas de alojamento?”.

A introdugédo do enriquecimento ambiental para roedores € um método usado para
melhorar a qualidade de vida e o bem-estar dessas espécies cativas?3°33, permitindo-lhes
expressar os comportamentos especificos da espécie?**. No entanto, a mudanca so6 pode ser
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considerada “enriquecimento” se salientar o bem-estar animal e melhorar seu funcionamento
biolégico?”:%.

Em 1959, Russel e Burch ja consideraram o enriquecimento como uma necessidade
ética no ambiente dos animais de laboratério, com o objetivo de introduzir o refine tanto na
criagdo como na experimentagao? (Capitulo 2).

Na década de 70, o conceito de enriquecimento foi introduzido nos zooldgicos e foi
gradualmente adotado nos biotérios?’. Atualmente, vem sendo bastante aceito em ambos os
locais®.

Os animais mantidos em ambientes altamente artificiais sdo modelos menos adequados
para extrapolar resultados experimentais para humanos. Ja os animais mantidos em ambientes
enriquecidos podem ser mais estaveis tanto no aspecto fisiolégico como psicolégico, bem
como melhor representantes das espécies, assegurando melhores resultados cientificos®2.

Nos biotérios, o enriquecimento & geralmente pouco utilizado, por representar um
acessorio extra na rotina de manejo diaria. No entanto, a auséncia de um esconderijo
onde o animal possa se sentir seguro o impedira de expressar comportamentos tipicos e,
consequentemente, diminuira o bem-estar.

Como avaliar as estratégias de enriquecimento?

Para avaliar as estratégias de enriquecimento, primeiro devem-se compreender a
histéria, o repertério natural, o estilo de vida e a complexidade do comportamento da espécie
em questao®¥,

O enriquecimento ambiental ndo € um luxo opcional, mas é oferecido para atender
as necessidades comportamentais dos mamiferos, permitindo-lhes expressar seu
comportamento, o que refletira na fisiologia e até na imunologia. Por isso, o enriquecimento
deve satisfazer curiosidades, fornecer atividades divertidas®, permitir executar necessidades
fisiolégicas e comportamentais, como manter relagdes sociais, descansar, construir ninhos,
explorar, alimentar-se, roer e se esconder’.

E extremamente importante avaliar os beneficios para o animal e as preferéncias deste
quando optar por determinado tipo de enriquecimento, bem como os efeitos que isso pode trazer
sobre o comportamento tipico da espécie, sobre os parametros fisioldgicos, além do impacto
nos resultados cientificos e nas andlises estatisticas. O resultado dependera da linhagem,
do tipo de enriqguecimento e do paradmetro avaliado®. Por exemplo, diferentes linhagens de
camundongos reagem de maneiras distintas em relacdo a um tipo de enriquecimento.
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O enriquecimento deve permitir que os animais sintam-se totalmente seguros. Por
exemplo, ratos e camundongos necessitam de fendas ou algum material para fazer ninho,
de modo que possam construir esconderijos. Além disso, essas espécies talvez se sintam
seguras se tiverem contato fisico com companheiros®. Apesar de muitas geragdes de
domesticacao, os habitos de escavar e fazer ninhos persistem nesses animais?.

Os testes de preferéncia podem ser Uteis para avaliar os tipos de enriquecimento, pois
permitem aos animais escolher entre varias opgdes, além de prevenir a introducéo de itens
prejudiciais ou sem interesse para os animais?%%:3°,

No Biotério da FCF-IQ/USP, o enriquecimento tornou-se um item importante nas
secdes de producao e experimentacao dos ratos e camundongos, promovendo o bem-estar
desses animais. Na escolha do tipo de enriquecimento levam-se em conta, entre outros fatores,
as necessidades comportamentais de cada linhagem, bem como, o custo, a capacidade de
manutengao da higiene e a resisténcia a autoclavagao. Por se tratar de um biotério de grande
produgéo de animais, alguns tipos de enriquecimento podem ficar inviaveis, por serem muito
caros ou dificultar o trabalho realizado pelos funcionarios e pesquisadores durante a troca
dos animais.

Atualmente, o Biotério fornece como enriquecimento para ratos e camundongos: iglus,
tubos de papeléao e PVC, algodéo, papel-toalha, papel em tiras e mascaras descartaveis. Além
desses artefatos, a socializagdo desses animais é permitida, evitando-se manté-los em grupos
muito grandes ou isolados. Quando o isolamento € inevitavel, algum artefato é introduzido
na gaiola, com o intuito de evitar o estresse dos animais. Na se¢ao de experimentagao, por
exemplo, sdo colocados iglus nas gaiolas metabdlicas de camundongos isolados.

Testes relacionados a introdugdo de enriquecimento na produgdo dos ratos e
camundongos foram desenvolvidos no Biotério. Tubos de PVC foram introduzidos em gaiolas
de casais de ratos Wistar, cujos resultados mostraram uma tendéncia no aumento do niimero
de filhotes nascidos em casais enriquecidos*®. Em outro trabalho, o algodao foi introduzido
em casais de camundongos C57BL/6, sendo avaliados varios parametros reprodutivos
(taxa de fertilidade, intervalo entre partos, prolificidade, numero e percentagem de filhotes
desmamados, percentagem de mortalidade pré-desmame e ganho de peso de filhotes
desmamados). Foram observados redugao na mortalidade pré-desmame e aumento no peso
de filhotes mantidos em gaiola open cage enriquecida*'.

A utilizagdo do enriquecimento ambiental em biotérios estd aumentando por razdes
éticas e cientificas, porém atualmente nenhum manual de boas praticas de laboratério ou
regulamento de bem-estar descreve o enriquecimento como um padrao*.

Pesquisas sdo necessarias para investigar os efeitos dos diferentes tipos de
enriquecimento ambiental nos resultados experimentais e na variabilidade dos parametros
fisiolégicos®.
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Refine versus padronizagao

Um exemplo de refine (Capitulo 2) é a estratégia de enriquecimento ambiental*,
pela qual se obtém um melhor entendimento das necessidades dos animais e dos fatores
ambientais envolvidos no controle do comportamento®2.

A implantagdo do enriquecimento € um tema polémico, pelo fato de que possa
perturbar a padronizagdo ambiental, apesar dos beneficios para o bem-estar do animal de
laboratorio*®46.

O argumento de que o enriquecimento ambiental possa aumentar a variagdo dos
dados, reduzindo a precisao e a reprodutibilidade dos resultados experimentais, torna-se um
importante obstaculo na criagdo de uma habitagao enriquecida para roedores de laboratério.
Isso significa que mais animais seriam necessarios para cada experimento, criando assim um
conflito entre refine e reduce*.

Alguns autores, como Van de Weerd, Van Loo e Baumans*, entretanto, afirmam que,
quando o bem-estar dos animais é alcancado pelo programa de enriquecimento, estes sofrem
menos estresse, tém mais saude, ha poucas perdas durante os experimentos e, assim, reduz-
se o0 uso de animais. Um exemplo é o efeito benéfico do material para ninho.

Segundo Wirbel e Garner®, é provavel que as condi¢des habitacionais de
camundongos de laboratério (pelo menos para as fémeas) possam ser refinadas pelo
enriquecimento ambiental, melhorando o bem-estar, sem afetar a padronizacdo. Esses
autores apoiam o enriquecimento do ambiente, porque acreditam que “o bem-estar é a
melhor ciéncia”’, mas, ao mesmo tempo, alegam que, para a experimentagdo animal ser
verdadeiramente uma “boa ciéncia”, o conceito de padronizagdo do ambiente tem de ser
profundamente revisto.

TIPOS DE ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Os tipos de enriquecimento geralmente sdo categorizados em sociais e fisicos®.

Enriquecimento social

Enriquecimento social inclui a socializagdo dos animais, com contato ou nao
(denominadas “sem contato social’) com coespecificos ou contraespecificos, inclusive os
seres humanos342,
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Os seres humanos fazem parte do enriquecimento social dos animais de laboratério, e
a manipulagao dos animais € um aspecto muito importante na rotina diaria.

Enriquecimento com contato social

Espécies gregarias (que vivem em grupos ou em bando) devem ser alojadas em
grupos ou pares com coespecificos, de maneira harmoniosa®. Se alojadas individualmente,
sdo privadas de expressar seus comportamentos sociais tipicos®.

Como sdo sociaveis, ratos e camundongos devem ser alojados em grupos, evitando
o isolamento, para assegurar que desenvolvam comportamento e fisiologia normais. Como
citado anteriormente, embora esta ndo seja uma situacdo natural para os machos, em
algumas linhagens, especialmente as de camundongos, a agressividade é um problema, e
os machos precisam ser separados’-*.

Portanto, a mais complexa inclusdo em uma gaiola é a de outro animal, pois a
interagao entre eles pode ser imprevisivel*”. Além disso, grupos muitos grandes estdo mais
propensos a doengas e a agressividade*.

Enriquecimento sem contato social

Esse tipo de enriquecimento inclui a comunicagao visual, auditiva e olfatéria com
coespecificos ou contraespecificos (por meio de barreiras ou grades), sem o contato
social, quando o alojamento em grupo ndo é possivel**. Por exemplo, se um rato é alojado
isoladamente, ele pode manter o contato visual, olfatério e auditivo com outros ratos para
atenuar o estresse associado ao isolamento.

Enriquecimento fisico

O enriquecimento fisico inclui gaiolas complexas e estimulos sensoriais e nutricionais®.

Complexidade

Disponibilizar uma estruturagao adequada na gaiola € mais benéfico para os animais,
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ja que eles a utilizam em comportamentos especificos, do que oferecer uma grande area,
onde nao utilizam todo o espago (exceto em atividades locomotoras).

A maioria dos roedores tende a dividir a sua area em locais para alimentacao, repouso
e excregao. Essas divisbes podem ser facilitadas por estruturas dentro da gaiola (exemplo:
abrigos, caixas para ninho, tubos, materiais para fazer ninhos, plataformas etc.)*.

Existem varios tipos de enriquecimento para animais de laboratério que podem ser
improvisados (Figuras 8 a 12) ou que sdo comercializados (Figuras 13 a 17) e permitem
a autoclavagdo. Caixas de animais escavadores podem ser facilmente enriquecidas com
artefatos adaptados, como tubos de tamanho apropriado e materiais para a constru¢do de
ninho livres de toxinas?® (como o algodao). Ainda ha controvérsias quanto ao uso de tubos
feitos de PVC.

Os ratos, diferentemente dos camundongos, ndo mostram interesse em construir
ninhos, com excegao de fémeas que acabaram de parir’. Segundo testes de preferéncia,
ratos preferem objetos que possam ser mastigados, como um pedago de madeira com furos®.

E importante oferecer para os camundongos materiais para a construgdo de ninhos,
pois isso permite que eles criem microambientes adequados para descanso e reprodugaod.
Camundongos séo capazes de modificar o proprio microambiente, pelo fato de poderem
aconchegar-se e manipular seus ninhos, exercendo controle sobre a temperatura, a umidade
e as condicOes de luminosidade’.

Os materiais utilizados na construcdo dos ninhos também fornecem sombra, além
de ajudarem a regular a temperatura e servirem de abrigo para os animais se esconderem
dos coespecificos, evitando agressividade e controlando o ambiente?2°32, Camundongos
alojados em condigbes laboratoriais padréo (temperatura de 22+2 °C) serdo impedidos de
manipular o seu microambiente e deixa-lo nas condi¢des preferidas se ndo encontrarem
materiais adequados para a construcao de seu ninho*4°,

Os materiais utilizados na construgdo do ninho precisam estar de acordo com as
necessidades dos camundongos, por isso tém de apresentar as seguintes caracteristicas:
ndao devem ser toxicos nem causar danos ao animal; devem ser absorventes, mas ndo a
ponto de desidratar os neonatos; ndo devem conter pé excessivo; devem ser econdmicos;
ndo devem ser comestiveis, para evitar interferéncias nos experimentos’; devem ser duraveis
ou descartaveis; devem ser livres de toxinas ou outros contaminantes®; e devem poder ser
esterilizados ou descontaminados.
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Figura 8. A) Rato no tubo de PVC; B) Fémea de rato com filhotes dentro do tubo de PVC

Figura 9. Utilizagao de algoddo como material para a construgéo de ninho pelos camundongos
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A introdugéo de flocos de algodao nas gaiolas permite aos camundongos construir
seus ninhos e abrigos, como se estivessem em seu ambiente natural, melhorando o seu bem-
estar. O algodao, além de ser um material barato, é facil de ser trocado durante a higienizagéo
das gaiolas, nao é toxico, é absorvente, pode ser autoclavado e ndo machuca os neonatos.

Figura 10. Papel-toalha na gaiola dos camundongos
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Figura 11.
grade

A) Mascara descartavel amarrada na grade das gaiolas de camundongos; B) Vista sob a
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Figura 12. Papel picado é colocado na gaiola de camundongos
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Figura 13. A) Iglu para camundongos. Disponivel em: http:/http://www.indulab.ch/e_indulab/Produkte/
Lab_Animal_Equipment/environmental/10_mouse_house.shtml; B) Iglu para camundongos. Disponivel
em: http://www.alesco.ind.br/alesco.html; C) Iglu para camundongos com roda. Disponivel em: http://

www.bio-serv.com. D. Iglu para ratos. Disponivel em: http://www.bio-serv.com

a 1

\
Figura 14. Camundongos em iglu
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Figura 15. Abrigos para ratos. Disponivel em: http://www.bio-serv.com

Figura 16. Tubos de papeléo para ratos e camundongos comercializados. Disponivel em: http://granjarg.
com.br/insumos.php
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Figura 17. Cabanas para camundongos. Disponivel em: http://www.bio-serv.com/Rodent_Enrichment_
Devices/Bio_Huts.html

Enriquecimento sensorial

O enriquecimento sensorial inclui estimulos visuais, auditivos, olfativos, tateis e de
paladar. Talvez o enriquecimento mais satisfatorio para roedores e coelhos seja o visual, o
auditivo, o olfativo e a comunicacgao tatil com coespecificos ou contraespecificos, diretamente
ou por meio das grades®.

Tem sido sugerido que um ruido de fundo constante durante algumas horas do dia
(por exemplo, uma musica de radio em volume de 85 dB) ofereca alguns beneficios na
criagdo, diminuindo a excitabilidade dos animais e reduzindo o efeito dos sustos de ruidos
repentinos®.

A limpeza das gaiolas é rotina nas instalagées para animais; no entanto, a remogao
das marcas olfatérias perturba a hierarquia social dos animais na gaiola, muitas vezes
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resultando em um pico de agressdo entre camundongos machos. Tem sido demonstrado
que transferir uma pequena porgéo do material para ninho antes da limpeza da gaiola ajuda
a reduzir a agressao®.

E possivel realizar a estimulagéo tatil fornecendo materiais para ninho que possam
servir de abrigo e oferegam oportunidade para escavagao®, além de locais nos quais eles
possam se refugiar da luz, pois sdo animais noturnos® e, na maioria das vezes, albinos.

Enriquecimento nutricional

A mais 6bvia forma de enriquecimento é aquela em que o animal tem alguma
recompensa, como a comida®’.

Se a comida é usada para tratamentos ou enriquecimento ambiental, devem ser
tomados cuidados para assegurar que nenhuma variagdo na dieta possa afetar resultados
experimentais, garantindo que os animais tenham uma dieta balanceada®.

Alimentos que dao ao animal a oportunidade de forragear (como um alimento
espalhado na cama) ajudam a evitar o tédio, pois, na natureza, grande parte do tempo é
gasta nessa atividade®34,

Segundo Poole e Dawkins®, o efeito do enriquecimento no experimento € insignificante
se o0s beneficios para o animal s&o a preferéncia. O enriquecimento € vantajoso para o uso
de animais, pois satisfazem as suas necessidades comportamentais. Pode ser preferivel
a utilizacdo de um ou dois individuos a mais em um experimento, por causa da variagdo
adicional que o enriquecimento ambiental venha a causar, desde que haja uma completa
perspectiva de bem-estar.

O enriquecimento ambiental é importante tanto do ponto de vista ético como cientifico.
Do ponto de vista ético, melhora o bem-estar do animal. Do ponto de vista cientifico, evita que
0s animais apresentem comportamentos anormais, o que pode influenciar fisiologicamente os
resultados experimentais. Atualmente, o enriquecimento ambiental resulta em animais mais
normais em todos os sentidos e muito mais adequados para criagdo e experimentagcao®.
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de ratos e camundongos no Biotério FCF-IQ/USP, com o intuito de auxiliar pesquisadores,
alunos e técnicos em seus projetos de pesquisa. Cabe ressaltar que, para um conhecimento
mais aprofundado sobre o assunto, existem diversas publicagcées que poderao complementar
as informacgdes contidas neste manual.

A pesquisa cientifica cada vez mais solicita padronizacdo tanto dos procedimentos
como dos animais de laboratdrio, para que se possam reproduzir resultados experimentais
satisfatorios.

Essa padronizagéo visa manter a qualidade genética, sanitaria e nutricional dos animais,
controlar as variaveis ambientais que possam influenciar sobre os animais e promover o bem-
estar (Capitulo 3).

A utilizagdo de animais com padréo de qualidade definidos permite a diminuicdo da
variabilidade individual e a redugao do niumero de animais utilizados na pesquisa (Capitulo 2),
contribuindo com a ética, além de minimizar os riscos a saude da equipe envolvida.

A secdo de produgdo do Biotério FCF/IQ-USP dispbe de uma area fisica de
aproximadamente 200 m? com edificagdo e infraestrutura adequadas para a produgdo e a
manutengdo de animais sanitariamente definidos ou Specified Pathogen Free (SPF)'. Os
procedimentos estabelecidos visam a garantia do padrao de qualidade dos animais, impedindo
a entrada de patdgenos indesejaveis. A segao segue as normas de biosseguranga para
biotérios por meio da implantagdo de barreiras como Equipamentos de Protecéo Individual
(EPIs) e Equipamentos de Protecéo Coletiva (EPCs)?° e respeita os principios éticos exigidos
na area de Ciéncias em Animais de Laboratério (Capitulo 2).

DESCRIGAO DA SEGAO

Asecéao de producao destina-se a criacdo de animais sanitariamente definidos, portanto
0s materiais sao esterilizados ou desinfetados antes de ser introduzidos na segéo. Para manter
esse padrao, existem barreiras sanitarias: autoclave de dupla porta, ar condicionado com
sistema de pressao positiva, auséncia de janelas, fluxo operacional e banho dos funcionarios,
para evitar a contaminagéo dos animais.

A secao é constituida por dez salas de produgéo e manutengéo de animais, uma sala
para estoque de material esterilizado, um escritério, um corredor para fluxo de material limpo,
um corredor para fluxo de material sujo, um pass-through e um air-lock (expurgo).

Salas de criagao de ratos e camundongos

As salas para manutencdo de animais em sistema open cage dispdem de estantes
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para alojamento das gaiolas abertas e uma bancada para apoio no manuseio dos animais
(Capitulo 6) e auxilio nas trocas das gaiolas.

As salas para manutengéo de animais em sistema Individually Ventilated Cage (IVC)
dispdéem de racks ventilados e estagao de troca para apoio no manuseio dos animais e nas
trocas das gaiolas.

Todas as salas tém duas portas, sendo uma para acesso de material limpo e esterilizado
e outra que permite o acesso ao corredor para fluxo de material sujo. As portas que dao
acesso ao corredor limpo apresentam visores, para facilitar a observagao dos funcionarios e
evitar que sejam abertas constantemente.

Sala para esterilizagao e estoque de material

Essa sala conta com trés autoclaves de barreira (dupla porta), por onde todo o material
esterilizado devera ser introduzido na se¢éo, além de estantes para estoque de bebedouros
esterilizados, espago para estoque da racdo irradiada e para estoque da maravalha
esterilizada por autoclave. Os sacos de racao e de maravalha sédo dispostos sobre paletes,
para evitar o contato com o chao.

Nessa sala é feito o preparo de todo o material que vai ser utilizado nas trocas das
gaiolas (Anexo 9).

Central de registros

Nesse espacgo estdo instalados os computadores utilizados como banco de dados e
armazenamento dos arquivos da produgdo, com registros de todas as colénias, recebimento
de solicitagbes de animais, realizagdo de pedidos por meio do sistema Mercurio, confecgéo
de planilhas, bem como relatérios de produgao e fornecimento de animais, planilhas para
controle de temperatura e umidade, controle de consumo de insumos e elaboragcdo dos
Procedimentos Operacionais Padrao (POPs).

Corredor para fluxo de material limpo

Todo o material (gaiolas, bebedouros, tampas) esterilizado é introduzido na sala
de criacdo através desse corredor, destinado também ao fluxo de funcionarios. Por esse
corredor passa o material limpo utilizado na troca das gaiolas, no desmame de animais e na
higienizagao das salas, néo sendo permitido o fluxo de materiais sujos.
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Corredor para fluxo de material sujo

Nesse corredor somente é permitido o fluxo de material sujo (todo material utilizado nas
salas de criagdo durante as trocas), o qual deve ser encaminhado para a segéo de higiene
e esterilizagdo. Esse fluxo evita o cruzamento de material limpo com sujo, minimizando
possiveis contaminag¢des. No final desse corredor, ha um air-lock onde todo o material sujo
é depositado e retirado por um funcionario da segao de higiene e esterilizagdo para posterior
limpeza, desinfeccéo e esterilizagado (Capitulo 5).

Air-lock

Trata-se de uma antecamara com dupla porta, sendo uma para a segao de produgao e
outra para acesso a se¢ao de higiene e esterilizagdo. Essa antecAmera mantém uma presséo
negativa em relagdo a sec¢ao de produgao, para evitar a entrada de ar contaminado. Nesse
espaco é depositado todo o material sujo que sai da segao de produgao para posterior higiene
e esterilizagdo, sendo também destinado a saida dos funcionarios da seg¢ao de produgao
apos o término das atividades.

Pass-through

Conta com duas portas com intertravamento, permitindo a abertura de uma porta por
vez e evitando a contaminacao cruzada entre as secbes de producdo e experimentagao
(Capitulo 6).

Os animais destinados a experimentagéo sao retirados da secao de producdo por esse
acesso.

Fluxo de material sujo \»

ss-through

Sala

A Figura 1 apresenta o fluxo de materiais na secao.

——
Produgao

T T T T T T T TTT T
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i I Salas de Produgéo
|
Air-Lock | ';' 'J;L B — =

—— ) —— — |

Sala de esloque
de Material
Esterilizado

Antecamara
desaida

Autoclaves

L —

Antecamara
de acesso

. |
Figura 1. Mapa do fluxo de materiais limpos e sujos na segéo de produgéo
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ATRIBUIGOES DOS FUNCIONARIOS DA SEGAO

A equipe da sec¢ao de produgdo € composta de um auxiliar, dois técnicos de nivel
médio, um técnico de nivel superior e um especialista que atua como chefe da se¢do. A equipe
recebe treinamento continuo e especifico na area de Ciéncias em Animais de Laboratério.

Cada colbnia tem um funcionario especifico, responsavel pelos seguintes cuidados:
trocas de gaiolas, desmames de filhotes, desinfec¢do das salas, acasalamentos e fornecimento
de animais com supervisdo do chefe da segéo.

O chefe dasecao éresponsavel pelo estabelecimento do fluxo operacional, coordenando
as atividades dos funcionarios, orientando na manutengao das colénias tanto na perpetuagéo
da linhagem, garantindo seu padréao genético, como na produgéo de animais para pesquisa.

Os funcionarios respeitam o fluxo de trabalho preestabelecido, para evitar possivel
contaminagao e garantir a qualidade sanitaria. Para isso, devem seguir os Procedimentos
Operacionais Padrao (POPs) de cada colbnia, que incluem a rotina de trocas de gaiolas e
bebedouros, a manutencao da coldnia e a higienizagao da sala (Anexos 10 e 11). Os POPs
foram elaborados pela equipe do Biotério e respeitaram a infraestrutura da secao.

PROCEDIMENTOS PARA SOLICITAGAO DE ANIMAIS

As solicitagdes de animais devem ser enviadas com antecedéncia pelo pesquisador,
para que se possa programar o fornecimento de acordo com as exigéncias de idade, peso,
sexo, quantidade e data prevista para o ensaio. A producao é feita com base nos animais
previamente solicitados e nos animais que serdo futuros reprodutores. Para garantir uma
producdo adequada, respeitando os principios éticos, € necessaria a colaboragdo do
pesquisador nas solicita¢des, realizadas conforme as normas estabelecidas, e principalmente
conhecer as caracteristicas das linhagens quanto ao seu desempenho reprodutivo. Esse
conhecimento é indispensavel para realizar a programacgao de produgéo de animais (calcular
exatamente quantos reprodutores serao necessarios para produzir determinada quantidade
de animais de linhagem e sexo especificos, estabelecer a data de acasalamento e prever o
desmame e o fornecimento).

As solicitagdes sdo enviadas por e-mail ou por formulario de solicitagdo de animais
disponivel no website do Biotério. O pesquisador deve fornecer as seguintes informacoes,
que serao imprescindiveis para o inicio da programagao: numero do protocolo de aprovagéao
no CEUA da FCF ou do 1Q; modelo do animal; sexo; quantidade de animais; idade; utilizagao
de sala experimental; tipo de gaiola (polipropileno, semimetabdlica, metabdlica ou rack
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ventilado); quantidade de animal por gaiola que devera manter até o final do ensaio; previsdo
de inicio e duragéo total do ensaio, inclusive a adaptagdo dos animais.

Apds o recebimento das solicitagdes com todas essas informacgdes, as chefias das
secdes de produgdo e experimentagdo devem fazer um planejamento do fornecimento dos
animais sujeitos a disponibilidade de espago nas salas experimentais, conforme os dados
das solicitagbes e a disponibilidade de reprodutores para realizar os acasalamentos.

Terminado esse planejamento, o pesquisador recebera uma data de previsdo de
entrega dos animais para que possa programar o ensaio, providenciar reagentes e, em
alguns casos, dietas especificas (Anexo 1).

TRANSPORTE DE ANIMAIS

Os animais ficam estressados durante o transporte, o que altera sua fisiologia normal.
Os cuidados a seguir devem ser tomados para minimizar esses problemas:

v' O transporte de uma instalagdo a outra deve ser planejado com antecedéncia,
para ser realizado no menor tempo possivel e para que o animal fique protegido de
condi¢gdes ambientais extremas e traumas fisicos;

v' Verificar com antecedéncia se sera necessario trazer gaiolas para buscar os animais;

v Confirmar antecipadamente com o Biotério qual sera o horario de entrega dos
animais;
v’ Evitar transportar muitos animais simultaneamente;

v’ Segurar a gaiola firmemente entre os bragos e carregar uma por vez, para evitar
quedas;

v No transporte por periodos prolongados, fornecer alimento e agua de acordo com as
necessidades dos animais;

v No transporte de uma sala para outra, devem ser retirados os bebedouros, a fim de
nao vazar agua nas gaiolas, evitar trepidagdes e assegurar que estas estejam bem
fechadas, para que nao ocorram fugas;

v' O transporte de organismos geneticamente modificados € regulamentado pela
Instrugdo Normativa CTNBio n¢ 4, de 19 de dezembro de 1996+;

v' Os animais transferidos para o novo ambiente devem ser acomodados em gaiola
adequada, com maravalha, d4gua e racéo, observando a densidade adequada de
animais na gaiola;

v Por fim, aguardar o periodo de adaptagdo e aclimatagdo ao novo ambiente antes de
iniciar qualquer procedimento com os animais.
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Transporte aéreo de animais vivos

v O Biotério ndo é responsavel pelo transporte dos animais. Sera necessario contratar
uma empresa que faz transporte de animais e providencie a documentagio
necessaria para transporte de animais vivos. O Biotério fornece o atestado sanitario,
que pode ser emitido por um veterinario privado, e € pré-requisito para a emissao da
Guia de Transito Animal (GTA). Esta deve ser emitida por veterinario cadastrado na
Secretaria de Defesa Agropecuaria do Estado, para realizagédo de transporte intra
e interestadual.

ANIMAIS DE LABORATORIO — deve ser emitido atestado de sanidade por médico
veterinario do setor privado até 72 horas antes da emissdo da GTAS.

v O interessado deve providenciar gaiolas adequadas para transporte (gaiolas
microisoladoras ou especifica para transporte de animais). O niumero de gaiolas
dependera da quantidade de animais que pretende adquirir e do tamanho da gaiola.
O Biotério orienta alojar cinco animais por gaiola. Se forem camundongos, podem
ser alojados em gaiolas grandes utilizadas para ratos; nesse caso, manter no
maximo 15 animais por gaiola.

v' As gaiolas sdo transportadas sem bebedouro, para evitar vazamento de agua e
a consequente morte dos animais. Colocam-se gel hidratante especial ou magas
cortadas para manté-los hidratados durante o tempo entre o transporte e a chegada
ao destino final (Biotério).

v" Ohorario pararetirada de animais, nesse caso, deve ser agendado com antecedéncia
minima de 48 horas e dentro do expediente do Biotério: das 7h as 11h ou das 13h
as 15h30.

v" O Biotério orienta que se reserve um voo direto, procurando um horario em que os

animais fiquem o menor tempo possivel aguardando o embarque.

v' Apés a chegada, os animais devem ser imediatamente levados para o Biotério,
onde serdo mantidos e transferidos para gaiola com agua e ragao ad libitum,
permanecendo em adaptagao ao novo ambiente por no minimo uma semana antes
de iniciar o ensaio bioldgico.

PROCEDIMENTOS PARA ACESSO DE FUNCIONARIOS NA SEGAO

O acesso a segao de producao de ratos e camundongos é restrito aos funcionarios
do Biotério e pesquisadores que necessitarem de treinamento com agendamento prévio. Os
funcionarios da se¢cao devem seguir os procedimentos descritos no POP (Anexo 8) cada vez
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que tiverem acesso a segao.

Uma das barreiras sanitarias estabelecidas pelo Biotério € o banho de acesso. Em
alguns biotérios, utiliza-se a cortina de ar em vez do banho.

PROCEDIMENTOS PARA INTRODUGAO DE MATERIAIS NA SECAO

Autoclave

A secgao dispde de trés autoclaves de dupla porta com capacidade aproximadamente
560 litros cada uma, onde os materiais (EPI, toalhas, caixas, tampas, maravalhas, bebedouros,
fichas de registro, panos para limpeza e outros materiais) oriundos da secado de higiene e
esterilizagédo e previamente higienizados, devem ser esterilizados por autoclave.

Materiais que nao podem ser esterilizados por autoclave

Todo material a ser introduzido na se¢éo de produgéo e que nao pode ser esterilizado
por autoclave deve ser descontaminado (Capitulo 5).

ANIMAIS DE LABORATORIO

A utilizagao de animais na pesquisa ja era conhecida ha mais de 400 anos a.C., quando
cientistas da época realizavam dissecgdes e necropsias em animais com a finalidade de
constatar semelhancas e diferencas de formacao e funcionamento de sistemas®.

Diversos modelos animais sao utilizados em pesquisa biomédica, e as espécies
mais utilizadas s&o classificadas como convencionais. Sao os roedores: camundongo (Mus
musculus), ratos (Rattus norvegicus), cobaia (Cavia porcellus), hamster (Mesocrisetus
auratus) e o lagomorfo: coelho (Oryctolagus cuniculus).

Caracteristicas gerais de camundongos e ratos

Camundongos — tém sido utilizados pelo homem em pesquisa cientifica desde 1600,
porém foram domesticados somente por volta de 1900, transformando-se em um dos mais
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importantes animais de experimentagdo. Atualmente, sdo os animais de laboratério mais
utilizados na pesquisa biomédica e em ensaios bioldgicos.

Sao modelos animais muito déceis, de facil manipulagao, facilidade reprodutiva, curto
ciclo de vida, pequenos e de facil manutencao. Apresentam o fundo genético mais conhecido,
tendo contribuido como ferramenta fundamental da manipulagéo genética’ e possibilitado os
estudos em diversas areas da Ciéncia, como Nutricdo, Genética, Imunologia, Farmacologia,
Embriologia, entre outras.

A utilizagdo de animais por tantos anos possibilitou o aparecimento de milhares de
linhagens especificas para estudo de diversas doencas.

Ratos — o Rattus norvegicus foi o primeiro mamifero a ser domesticado para pesquisa,
e a primeira colénia de criagdo de ratos foi estabelecida em 1856. Por ser maior que os
camundongos, essa espécie é utilizada como modelo em estudos como transplante de
6rgdos e 0Osseo, diabetes, disturbios psiquiatricos, estudos comportamentais, doencas
cardiovasculares e cirurgia. Inteligentes e déceis, sdo animais de facil criagdo, manipulagao
e adaptagao, sendo agressivos somente na defesa de seus filhotes®.

Parametros bioldgicos, fisioldgicos e reprodutivos e consumo de alimentos

As principais caracteristicas e os parametros bioldgicos, fisiolégicos e de consumo de
alimento de ratos e camundongos estédo descritos nas Tabelas 1, 2 e 3.

O perfil do desenvolvimento de ratos e camundongos esta presente na Tabela 4 e
nas Figuras 2 e 3. A identificagdo do sexo de ratos e camundongos, neonatos e recém-
desmamados esta apresentada nas Figuras 4 e 5.

Tabela 1. Taxonomia de ratos e camundongos

Rato Camundongo
Classe Mamifera Mamifera
Ordem Rodentia Rodentia
Familia Muridae Muridae
Género Rattus Mus
Espécie Rattus norvegicus Mus musculus
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Tabela 2. Parametros bioldgicos, fisioldgicos e reprodutivos®®

Parametros

Rato

Camundongo

Numero de cromossomos

42 (diploides)

40 (diploides)

Temperatura corporal

36-37,5 °C

35,2-37,9 °C

Foérmula dentaria

2 (1/11,0/0 C, 0/0 PM) e
3/3 M)=16

2(1/11,0/0 C, 0/0 PM) e
3/3 M)=16

Inicio do consumo de alimento solido 14 dias 12 dias
Peso ao nascer 6-7 g 1-2g

Peso ao desmame 45-60 g 10-15¢g
Peso adulto (macho) 350-500 g 25-50 g
Peso adulto (fémea) 250-350 g 25-45¢g
Adulto jovem (idade) 8 semanas 6 semanas

Idade reprodutiva

8-10 semanas

6-8 semanas

Final da idade reprodutiva 10-12 meses 8-10 meses

Ciclo estral 4-5 dias 4-5 dias

Duragéao do estro 12 horas 10-20 horas
Mecanismo de ovulagao Esponténea Espontanea
Periodo de gestagao 20-22 dias 19-21 dias

Idade do desmame 21 dias 19-28 dias
Mamas 6 pares 5 pares

Tabela 3. Consumo de racao e agua
Rato adulto Camundongo adulto

Agua ingerida (mL)

Racao ingerida (g)

20 a 45 mL/dia

10 a 20 g/dia

3 a7 mL/dia

4 a 5 g/dia

Fonte: Adaptado de National Research Council™®.
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Tabela 4. Desenvolvimento de filhotes de camundongos e ratos*

Idade (dias) Camundongos Ratos
Olhos fechados, cor vermelho sangue,
presencga de leite no estdmago, vibrissas, | Olhos fechados, cor vermelho-sangue,
. orelhas fechadas. Para animais black, | presenga de leite no estdmago,
Nascimento . "
a coloracdo é escura, e os machos | vibrissas, orelhas fechadas. Para
apresentam ponto escuro entre o anus e | animais black, a coloragao é escura
o aparelho genital
1 Pele rosada, leite no estémago, olhos e | Pele rosada, leite no estdmago, olhos e
orelhas fechados orelhas fechados
Pele rosa-claro, olhos e orelhas
Pele rosa-claro, olhos e orelhas fechados. o
S fechados. Animais black apresentam
2 Animais black apresentam pele rosada, . .
. . pele rosada, com tonalidade mais
com tonalidade mais escura no dorso
escura no dorso
3 As orelhas comecam a se descolar da | As orelhas comegam a se descolar da
cabecga cabecga
. Metade da orelha é descolada da
4 Metade da orelha é descolada da cabega
cabecga
Animais albinos ndo apresentam | Animais albinos n&o apresentam
5 coloragdo e animais black apresentam | coloragdo e animais black apresentam
coloragao mais definida coloragcao mais definida
6 Os pelos comegam a nascer como uma | Os pelos comegam a nascer como uma
penugem no dorso penugem no dorso
7 Presenca de pelagem fina em maior | Presenga de pelagem fina em maior
quantidade na regiao dorsal quantidade na regiao dorsal
As mamas comegam a ficar visiveis
8 nas fémeas de camundongos albinos, | As mamas ainda ndo podem ser
enquanto nos camundongos black as | visualizadas
mamas ainda sao invisiveis
Pelos mais fechados no dorso. Mamas . s L
N ~ Dentes incisivos inferiores visiveis e os
9 visiveis em camundongos de coloragéo | . . . .
incisivos superiores comegam a apontar
escura
10 Dentes incisivos inferiores visiveis Idem ao dia 9
Dentes incisivos superiores podem ser ) C
1" . . As mamas ficam visiveis
visualizados
12 As orelhas se abrem totalmente As orelhas se abrem totalmente
Comegam a consumir alimentos sélidos, | Comegam a consumir alimentos solidos,
12-14 mas a amamentagao ainda é a principal | mas a amamentagao ainda € a principal
fonte de alimentacao fonte de alimentacgao
13-14 Inicio da abertura dos olhos Inicio da abertura dos olhos

*Dados n&o publicados e obtidos no Biotério FCF-IQ/USP.
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BALB/c

Recém-nascidos 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias
C57BL/6

Recém-nascidos 3 dias T dias 10 dias 14 dias

Figura 2. Perfil de desenvolvimento de camundongos. Dados nao publicados e obtidos no Biotério
FCF-IQ/USP

Wistar Hannover

Recém-nascidos 3dias 7 dias 10 dias 14 dias

Figura 3. Perfil de desenvolvimento de ratos. Dados n&o publicados e obtidos no Biotério FCF-IQ/USP

Sexagem de neonatos e recém-desmamados

Figura 4. A) Neonatos de ratos com um dia de vida: macho a direita e fémea a esquerda; B) Ratos
recém-desmamados: macho a esquerda e fémea a direita
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Figura 5. A) Neonatos de camundongos com um dia de vida: macho a esquerda e fémea a direita; B)
Camundongos recém-desmamados: macho a esquerda e fémea a direita

AMBIENTE E CONDICOES DE ALOJAMENTO

Macroambiente

As condigbes ideais para a manutencdo de ratos e camundongos do Biotério sédo
mantidas pelo sistema de ar condicionado central, que oferece ventilagdo e condicionamento
do ar em temperatura e UR constantes (Capitulo 5). O balanceamento do ar nas salas
de produgcdo é mantido com pressao positiva em relagdo aos corredores, para evitar
contaminagdo nas salas de produgado. As salas sdo mantidas em temperatura de 22+2 °C
e umidade relativa (UR) do ar em 50+10%. Os registros da temperatura e da UR s&o feitos
diariamente e computados para garantir a estabilidade do sistema. No caso de qualquer
alteracdo observada, o técnico de manutencao do sistema deve ser acionado.

As salas apresentam iluminagdo por lampadas fluorescentes, e os animais séo
mantidos em fotoperiodo de 12 h de claro por 12 h de escuro, controlado por um temporizador
digital. O periodo de claro inicia as 6 h, e o de escuro, as 18 h.

Microambiente

Os ratos e camundongos do Biotério sdo mantidos em sistema convencional para
biotério, gaiolas abertas (Open Caging System) ou gaiolas individualmente ventiladas —
Individually Ventilated Cage (IVC).

Na secao de producéo utilizam-se dois tipos de alojamento:

Sistema Open Cage — os animais séo criados em gaiolas confeccionadas em
polipropileno, nas medidas 30 cm x 20 cm x 13 cm para camundongos e 49 cm x 34 cm
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X 16 cm para ratos, com grade aramada em aco inoxidavel, comedouro e encaixe para o
bebedouro. Sdo desprovidas de tampa-filtro e dispostas em estantes abertas. Nesse sistema
o controle de temperatura, umidade e filtragem do ar é feito em toda a sala, ndo havendo
controle microambiental. Cada gaiola é trocada duas vezes por semana.

Sistema Individually Ventilated Cage (IVC) — a ventilacao é realizada em cada gaiola
individualmente, proporcionando uma maior troca de ar e permitindo um maior intervalo
entre as trocas das gaiolas. As gaiolas sao confeccionadas em polisulfona, medindo 32 cm
x 20 cm x 21 cm para camundongos, com grade aramada em ago inoxidavel, comedouro e
encaixe para o bebedouro. Sao dotadas de filtro microisolador, e a manipulagdo dos animais
deve ser realizada em estacdo de troca, sendo as gaiolas trocadas uma vez por semana.
Esse sistema foi desenvolvido com o intuito de melhorar a qualidade sanitaria dos animais,
evitando contaminagao cruzada. As linhagens de camundongos geneticamente modificados
sao mantidas nesse sistema, que permite maior controle do padrao sanitario e promove a
biosseguranga dos animais e dos funcionarios?3.

As gaiolas utilizadas no Biotério, para os dois sistemas de alojamento, seguem as
recomendacdes descritas na Tabela 5 e permitem o alojamento de cinco animais por gaiola.
Camundongos em estoque podem ser mantidos em gaiolas de ratos, sendo permitido o
alojamento de no maximo 15 animais por gaiola.

Tabela 5. Espaco fisico recomendado para roedores de laboratério

Espécie Peso (g) Area do piso/animal (cm?) Altura (cm)
Rato
<100 109,65 17,80
Até 200 148,35 17,80
Até 300 187,05 17,80
Até 400 258 17,80
Até 500 387 17,80
> 500 >451,5 17,80
Camundongo
<10 38,7 12,70
Até 15 51,6 12,70
Até 25 77,4 12,70
>25 > 96,75 12,70

Fonte: Adaptado de National Research Council®.
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REPRODUGAO

O sucesso na reprodugcdo de ratos e camundongos esta relacionado com o
conhecimento das caracteristicas especificas de cada modelo animal e com a influéncia de
diversos fatores, como ambiente, nutricido e comportamento. Esses fatores sdo controlados
com a implantagéo de procedimentos adequados na segéao.

A producao dos animais € planejada para atender as solicitagdes dos pesquisadores,
respeitando o espaco fisico disponivel para essa finalidade, para evitar acasalamentos
desnecessarios e minimizar a produgao de animais excedentes.

Status genético

Os sistemas de reprodugao de ratos e camundongos séo estabelecidos de acordo com
as caracteristicas genéticas dos modelos animais.

Os animais produzidos no Biotério podem ser classificados, quanto a seu status
genético, como: isogénicos (inbred), heterogénicos (outbred), mutantes espontaneos e
geneticamente modificados.

Animais heterogénicos — apresentam alta heterozigosidade, sdo geneticamente
variaveis e mantidos de maneira que se evite ao maximo a consanguinidade e se preserve a
variabilidade genética.

Animaisisogénicos—saolinhagens geneticamente definidas comaltaconsanguinidade
e 99% de homozigose. Trata-se de animais com menor desempenho reprodutivo se
comparados com 0s animais heterogénicos. Também apresentam maior suscetibilidade a
doencgas.

Mutantes espontaneos — sdo modelos estabelecidos com base em uma mutagao
esponténea ocorrida em uma colbénia e que tenha apresentado interesse para a Ciéncia. A
partir dessa mutagao os acasalamentos sao direcionados de acordo com o gene de interesse.

Animais geneticamente modificados — sdo organismos que foram artificialmente
manipulados por introdugdo, modificagdo ou delegdo de um gene, alterando todas as
células do organismo, inclusive as germinativas, permitindo que a modificagdo genética
seja transmitida aos seus descendentes'. Podem ser classificados em diferentes tipos de
animais: transgénicos por adigdo, modelos knockout (gene inativado) e modelos knockin
(gene previamente modificado ou substituido).

O Biotério produz atualmente 12 modelos de ratos e camundongos, que estao descritos
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a seguir, e para cada modelo animal sdo estabelecidas as respectivas coldnias de fundagao.
Quando a quantidade de animais produzida n&o é suficiente para fornecer animais para
pesquisa, uma ou mais colonias de producdo podem ser estabelecidas’.

Manutencao de col6nias de ratos e camundongos heterogénicos

a) Coldnia de fundacao
E a coldnia estabelecida para perpetuar uma linhagem (Anexo 13).

A colbnia de fundacédo deve ser mantida apenas por meio de acasalamento entre
individuos ndo consanguineos. Para garantir a diversidade genética, utiliza-se um sistema
descrito por Poiley'?, que distribui os casais em grupos; assim, os acasalamentos séo feitos
entre individuos de grupos diferentes. Nesse sistema devem ser mantidos no minimo 25
casais divididos em no minimo cinco grupos. Para formar os casais, devem-se selecionar um
macho de um grupo e uma fémea de um grupo diferente, sendo que esse casal pertencera a
um novo grupo, conforme descrito na Tabela 6'3'4. Posteriormente, os novos grupos formados
sao acasalados de acordo com o mesmo sistema apresentado na Tabela.

Tabela 6. Sistema de acasalamento para animais heterogénicos

Macho Fémea Novo grupo a formar
B + C = A
C + D = B
D + E = C
E + A = D
A + B = E

O método de acasalamento utilizado nesse tipo de colénia € o monogamico intensivo,
em que um macho é mantido com uma unica fémea durante toda a vida reprodutiva. Com
esse método de acasalamento, € possivel aproveitar o cio pds-parto e, assim, a fémea é
capaz de gerar uma ninhada ao mesmo tempo que amamenta outra.

Esses casais devem ser renovados a cada seis a oito meses apds a data de
acasalamento, em raz&do da idade avancada dos reprodutores, que ja ndo apresentam mais
0 mesmo desempenho reprodutivo.

No momento da renovagao da colbnia, é importante reservar filhotes de todos os casais
e de todos os grupos, para ampliar a diversidade genética.
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No desmame, as fichas de registro devem ter as seguintes informacdes: espécie,
linhagem, data de nascimento, data de desmame, nimero e sexo dos animais e, principalmente,
numero dos pais e identificagdo do grupo a que pertence.

b) Coldénia de expanséao

Colbnia estabelecida para aumentar a producdo e fornecer animais para pesquisa,
podendo ser feita em sistema monogémico ou poligdmico.

A expanséo de colbnias heterogénicas deve ser feita somente quando a demanda de
animais € muito grande e a coldnia fundadora ndo tem condi¢des de produzir todos 0s animais
necessarios para reproducao e pesquisa. Nesse caso, € utilizado o sistema de acasalamento
programado.

c) Acasalamento programado

O acasalamento programado € utilizado com a finalidade de sincronizar os nascimentos
e, consequentemente, os desmames, para fornecimento programado de animais com peso
e idade uniformes, produzindo o minimo de animais excedentes. Nesse sistema é feito um
acasalamento poligamico na proporgédo de um macho para trés fémeas, que sdo mantidos
juntos durante cinco dias (duragéo do ciclo estral). O macho é separado das fémeas apos
0 quinto dia, e as fémeas sdo mantidas em gaiolas individuais assim que for constatada a
prenhez. No desmame, aos 21 dias de idade, todos os filhotes sdo pesados e selecionados
para que sejam fornecidos com peso homogéneo (Anexo 14).

Manutengao de coldnias de ratos e camundongos isogénicos

a) Colodnia de fundagao — o estabelecimento da colénia fundadora é fundamental para
conservar as caracteristicas genéticas da linhagem. Essa col6nia deve ser composta de no
minimo cinco casais, formados exclusivamente entre irma e irmao em sistema monogamico
intensivo. A perpetuacao da linhagem deve ser feita a partir de um Unico casal que apresentar
melhor desempenho reprodutivo. Os filhotes desse casal devem ser reservados para substituir
0s casais dessa colénia no momento da renovagao. Esses casais devem ser renovados a
cada seis a oito meses apds a data de acasalamento, em razdo da idade avangada dos
reprodutores.

Os dados de reproducao da colénia de fundagéo sao criteriosamente registrados por
meio de mapas que possam mostrar o perfil de seus antecessores a cada geragao (Anexo 12).

No desmame, as fichas de registro devem ter as seguintes informacdes: espécie,
linhagem, data de nascimento, data de desmame, nimero e sexo dos animais e, principalmente,
numero dos pais.

59



Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratério

b) Colbnia de expansao — a coldnia de expansao € formada por filhotes provenientes
da colbnia de fundagao que nao seréo utilizados como fundadores. Deve ser mantida por
meio de acasalamentos entre irmaos ou primos, se necessario.

O numero de casais dependera da demanda de cada linhagem, e os acasalamentos séo
mantidos em sistema poligadmico intensivo (harém mantido durante toda a vida reprodutiva) na
propor¢ao de um macho para duas fémeas. Esses casais devem ser renovados a cada seis
a oito meses apo6s a data de acasalamento, em razao da idade avangada dos reprodutores.
Os filhotes desses casais sdo destinados exclusivamente a pesquisa.

Acasalamentos para obten¢ao de embriao

Para obter embrides em dias especificos, faz-se a sincronizagdo do estro nos
camundongos utilizando a interferéncia do horménio denominado feroménio, que é secretado
pelas glandulas prepuciais e liberado na urina do macho, também conhecido como efeito
Whitten® (Capitulo 3). Assim, & possivel obter uma fecundagéo controlada. Para realizar a
sincronizagao do estro, as fémeas séo expostas a uma gaiola com uma cama suja do macho
por trés dias antes do acasalamento. Apds esse periodo, as fémeas sdo agrupadas com o
macho correspondente aquela gaiola. A confirmagao da cépula se da por meio da observagao
do tampao vaginal (sémen solidificado que tampona o canal vaginal das fémeas) (Figura 6).

Como sédo animais de habitos noturnos, € recomendado acasala-los proximo do
periodo escuro, sendo possivel observar o tamp&o nas fémeas ja na manha do dia seguinte
ao acasalamento. A partir desse dia conta-se como EO (embrido de 0 dia).

Figura 6. Tampao vaginal em fémea de camundongo
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DESCRIGAO DOS MODELOS ANIMAIS PRODUZIDOS NO BIOTERIO

O Biotério produz 12 modelos diferentes de animais, sendo oito de camundongos e
quatro de ratos sanitaria e geneticamente definidos. A seguir esta apresentada a descrigdo

de cada um dos modelos.

Animais heterogénicos (outbred) produzidos no Biotério

Espécie: camundongo

Stock: Swiss Webster

Nomenclatura:
NTacFcfiq:SW

Caracteristicas

Camundongo heterogénico (outbred) utilizado ha décadas em pesquisas biomédicas,
principalmente em Farmacologia.

Representa populagdes naturais, excelente desempenho reprodutivo, com alta fertilidade,
prolificidade e produtividade.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, (www.taconic.com)
Origem: Carworth Farm, 1935.

Cor: albino.

Peso médio ao desmame (21 dias de idade): 13 g.

Peso médio do adulto jovem (6 semanas): macho: 30 g; fémea: 25 g.
Peso médio do adulto (8 semanas): macho: 40 g; fémea: 30 g.
Sistema de acasalamento: Poiley.

Curva de peso (Biotério FCF-IQ/USP)

50 -

peso (9)
w
o

N
o
|

Swiss Webster

—&— macho
—o—fémea

3

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

idade (semanas)
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Espécie: rato Nomenclatura:

Stock: Wistar Hannover HanTacFcfiq: WH

Caracteristicas

Rato heterogénico (outbred) frequentemente utilizado como modelo de toxicologia e em
pesquisas biomédicas em geral e em estudos de comportamento.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, USA.

Origem: Donaldson, 1906 — Wistar Institute, USA.

Cor: albino.

Peso médio ao desmame (21 dias de idade): 45-50 g.

Peso médio do adulto jovem (8 semanas): macho: 250 g; fémea: 200 g.
Peso médio do adulto (10 semanas): Macho: 400 g; Fémea: 250 g.
Sistema de acasalamento: Poiley.

Curva de peso (Biotério FCF-IQ/USP)

Wistar Hannover

300

250

200 -

—e— Macho
150
—eo—Fémea

peso (gramas)
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idade (dias)
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Espécie: rato

Stock: Sprague Dawley

Nomenclatura:

NTacFcfiq: SD

Caracteristicas

Modelo heterogénico (outbred) utilizado principalmente em pesquisas biomédicas relacionadas

a toxicologia e a farmacologia. Linhagem suscetivel a tumores de mama.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, USA.

Origem: Worthington Dawley, 1925. Mantido na Sprague Dawley Farm, USA.

Cor: albino.

Peso médio ao desmame (21 dias de idade): 55-60 g.

Peso médio do adulto jovem (8 semanas): macho: 340 g; fémea: 180 g.

Peso médio do adulto (10 semanas): macho: 500 g; fémea: 280 g.

Sistema de acasalamento: Poiley.

Curva de peso (Biotério FCF-IQ/USP)

350 1
300 1
250 1
200 A
150 1

peso (g)

100 1
50 4

0

Sprague Dawley
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63



Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratorio

Espécie: rato Nomenclatura:

Stock: NIH (Nude) NTacFcfiq: NIH-Whn

Caracteristicas

Modelo heterogénico (outbred) imunodeficiente. Mutante espontaneo, também conhecido
com rato Nude.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, USA.
Origem: desenvolvido por NIH em 1979-1980 por meio de intercruzamento entre linhagens.
Cor: albino e black.

Os homozigotos tornam-se hairless com 3-4 semanas de idade; logo depois, podem
apresentar pelos curtos na cabega e ocasionalmente no resto do corpo.

Peso médio ao desmame (28 dias de idade): 45-50 g.
Peso médio do adulto jovem (8 semanas): macho: 230 g; fémea: 140 g.
Peso médio do adulto (10 semanas): macho: 300 g; fémea: 180 g.

Sistema de acasalamento: rotacional. Sdo acasalados machos homozigotos com fémeas
heterozigotas.

Curva de peso (Biotério FCF-IQ/USP)

NIH

250 1

200 1

150 - —€—macho
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100 1
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Animais isogénicos (inbred) produzidos no Biotério

Espécie: camundongo Nomenclatura:

Linhagem: BALB/c BALB/c/AnNTacFcfiq

Caracteristicas

Camundongo isogénico (inbred) utilizado principalmente em imunologia, produgéo de
anticorpos monoclonais, farmacologia e toxicologia.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, USA.

Origem: Bagg et al., 1923.

Cor: albino.

Peso médio ao desmame (21 dias de idade): 11 g.

Peso médio do adulto jovem (6 semanas): macho: 21 g; fémea: 17 g.
Peso médio do adulto (8 semanas): macho: 24 g; fémea: 20 g.

Sistema de acasalamento: acasalamento entre irma e irmao em sistema monogamico
intensivo.

Curva de peso (Biotério FCF/IQ-USP)

BALB/c

25 -

20

—&— Macho
15

peso (9)
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10

0 T T T T T T T T T 1
1 7 14 21 28 35 42 49 56 63

idade (dias)
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Espécie: camundongo Nomenclatura:

Linhagem: C57BL/6 C57BL/6/NTacFcfiq

Caracteristicas

Camundongo isogénico (inbred) usado em imunologia, oncologia e toxicologia. Também é
amplamente utilizado como background para camundongos transgénicos e mutantes.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, USA.

Origem: Little, 1921.

Cor: black.

Peso médio ao desmame (21 dias de idade): 9 g.

Peso médio do adulto jovem (6 semanas): macho: 19 g; fémea: 17 g.
Peso médio do adulto (8 semanas): macho: 25 g; fémea: 21 g.

Sistema de acasalamento: acasalamento entre irméa e irm&o em sistema monogamico
intensivo.

Curva de peso (Biotério FCF-IQ/USP)

C57BL/6
30

20

—&— macho

peso (9)

—o—fémea
10 -

idade (semanas)
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Espécie: camundongo Nomenclatura:

Linhagem: BALB/c NUDE C.Cg-Foxn1"™/AnNTacFcfiq

Caracteristicas

Mutante esponténeo inbred, deficiente em células-T (imunodeficiente).
Backcrossed com BALB/c por nove geragoes.

Adquirido em 2001 — Taconic, Germantown, USA.

Cor: albino.

Homozigotos: Hairless.

Sistema de acasalamento: acasalamento entre irma e irmao em sistema monogamico

intensivo. Sao acasalados machos homozigotos com fémeas heterozigotas.

Curva de peso (Biotério FCF/IQ-USP)

BALB/c Nude

20 1

15 1
2 —®—macho
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Espécie: camundongo Nomenclatura:

Linhagem: Hairless HRS-hr/+/J

Caracteristicas

Mutante esponténeo da linhagem BALB/c mantido como colbnia inbred.
Modelo utilizado principalmente em dermatologia e oncologia.
Adquirido em 2002 — The Jackson Laboratory (www.criver.com)'®
Origem: London, 1924.

Cor: albino.

Homozigotos: pelagem normal até 10 dias de idade. Tornam-se hairless apds algumas
semanas.

Sistema de acasalamento: acasalamento entre irma e irméo em sistema monogamico
intensivo. Sao acasalados machos homozigotos com fémeas heterozigotas.

Modelos geneticamente modificados produzidos no Biotério

Espécie: camundongo Nomenclatura:
Linhagem: KO-LdI B6.129S7-LdIrtmHe/JFm

Caracteristicas

Camundongo homozigoto para a mutagdo LdIrm'™Mer que apresenta elevado nivel de
colesterol (de 200-400 mg/dl), que € bastante alterado (> 2,000 mg/dl) quando os animais
recebem dieta rica em gordura.

Modelo para pesquisa cardiovascular (hipercolesterolemia), de diabetes e obesidade,
metabolismo (lipidios) e genes homologos em camundongos/humanos.

Linhagem 129 backcrossed com C57BL/6 por dez geragoes.
Adquirido em 2005 — Faculdade de Medicina/USP.
Cor: Black.

Sistema de acasalamento: sédo acasalados entre irm&os (inbred), uma vez que o gene de
interesse esta em homozigose, mantidos em acasalamento monogamico intensivo.
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Espécie: camundongo
Linhagem: P2-GFP

Nomenclatura:
Olfr17tm™Mem/MomJ

Caracteristicas

Camundongo knockout que expressa proteina GFP no epitélio olfatério.

Linhagem FVB/N backcrossed com C57BL/6 por quatro geragoes.

Adquirido em 2008 — The Jackson Laboratory.

Origem: Peter Mombaerts, Max Plank Institute of Biophysics, The Rockefeller University.

Cor: black, agouti, chinchila, marrom e albino.

Sistema de acasalamento: os filhotes podem nascer com trés variagbes diferentes do

gene: homozigotos 17 (sem gene modificado — animal de controle), heterozigoto (um alelo

mutante e um normal) e homozigoto GFP (dois alelos mutantes). Como n&do apresentam

fendtipo que possa identifica-los, € necessario genotipar os animais logo apés o desmame,

com 3-4 semanas de idade.

Sao acasalados entre irmaos (inbred) apenas os animais heterozigotos, mantidos em

acasalamento monogamico intensivo.

Particularidades da linhagem (Anexo 16).

Espécie: camundongo

Linhagem: F8-Kaz

Nomenclatura:

B6;129S4-F8™1kaz/J

Caracteristicas

Camundongo geneticamente modificado. Modelo para hemofilia A (Fator VIII).

Adquirido em 2009 — The Jackson Laboratory.

Origem: Haig Kazazian, Jr., University of Pennsylvania.

Cor: agouti.

Sistema de acasalamento: sdo acasalados entre irmaos (inbred) em sistema de

acasalamento monogamico intensivo, uma vez que o gene de interesse estda em

homozigose.
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Espécie: rato Nomenclatura

Linhagem: SOD1-ALS NTacFcfiq:SD-Tg (SOD1G93A)L26H

Caracteristicas

Modelo transgénico microinjetado — modelo para Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS).

Adquirido em 2007 — Taconic, Germantown, USA.

Origem: Desenvolvido por John Kulik at Wyeth.

Cor: albino.

Peso médio ao desmame (21 dias de idade): 55-60 g.

Peso médio do adulto jovem (8 semanas): macho: 340 g; fémea: 180 g.

Sistema de acasalamento: mantidos acasalamentos entre machos SOD1 ALS positivos e fémeas
SD — wild (selvagens).

Particularidades da linhagem (Anexo 15)

CONTROLES SANITARIO, GENETICO E NUTRICIONAL

Controle sanitario

Periodicamente uma amostragem de cada colénia ou linhagem do Biotério de Produgéo
é submetida a exames parasitologicos, bacterioldgicos e virologicos, com a finalidade de
certificar o status sanitario dos animais.

Esses exames séo realizados com a colaboragao e a disponibilidade do laboratério
de parasitologia e do laboratério de bacteriologia do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas/USP.

Controle genético

A monitoracao genética comeca com a manutencdo adequada das colbnias
fundadoras, respeitando as particularidades genéticas de cada modelo animal. A fim de
certificar que as caracteristicas genéticas das linhagens estdo sendo preservadas, utiliza-se
uma técnica molecular com marcadores microssatélites que sao identificados por reagao de
PCR (Polymerase Chain Reation). Esse controle genético é realizado com a colaboragéo e
a disponibilidade do laboratério do Biotério do Departamento de Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas/USP.
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Controle nutricional

O controle daragao oferecida para os roedores é realizado com o apoio do Departamento
de Alimentos e Nutricao Experimental da FCF/USP e da Central Analitica do IQ/USP. Algumas
analises sao realizadas em laboratérios particulares (Capitulo 7).
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INTRODUCAO

A secédo de higiene e esterilizagdo do Biotério é responsavel: pela higienizagao,
desinfecgéo e esterilizacdo de todo o material sujo produzido no Biotério; pelo controle do
almoxarifado e pelo abastecimento de materiais para as outras se¢des; pela lavanderia; pela
eutanasia dos animais; pelo descarte dos residuos biolégicos; e pelo acompanhamento das
equipes técnicas de manutencéo dos equipamentos.

A equipe é composta de trés auxiliares e uma técnica que atua como chefe da secgao.
Todos sao treinados para executar suas fungdes de acordo com as normas de boas praticas
de laboratorio (BPL)' e biosseguranga?, obedecendo aos documentos de POPs e participando
constantemente de cursos e palestras.

A secéo de higiene e esterilizagdo estéa localizada no centro do Biotério, comunicando-
se com as demais sec¢Oes através das antecamaras e autoclaves de barreira (Capitulo 1 —
Figura 2). A antecamara é o local por onde sai todo o material sujo, bem como animais que
serao submetidos a eutanasia, entre outros materiais e equipamentos. Através das autoclaves,
0s materiais higienizados sao esterilizados e devolvidos as seg¢bes de experimentagdo e
producgao.

Todo o equipamento de apoio, como tanques, maquina de lavar gaiolas, lavadora
ultrassbénica e autoclaves, esta localizado no centro da segédo de higiene e esterilizagao,
interligado por dois corredores de acesso as seg¢des de producéo e experimentagdo. Nessa
area existem as seguintes salas de apoio: almoxarifado, sala de estoque de ragao e contéiner
de estoque de maravalha.

Aventilagado do Biotério é realizada pelo sistema de ar condicionado central, que atende
as trés secdes (higiene, produgao e experimentacio).

PROCEDIMENTOS PARA ACESSO A SEGAO

Assim que o técnico chega ao Biotério, dirige-se imediatamente aos vestiarios, onde
guarda no armario seus acessorios pessoais, retira sua vestimenta e paramenta-se com
os Equipamentos de Protegao Individual (EPIs): macacao, touca, mascara, luvas e sapato
fechado a prova d’agua. Realizados esses procedimentos, ele ja esta pronto para executar
suas atividades (Figura 1).

Além dos EPIs citados, ha a necessidade do uso de outros EPIs durante o manuseio
de autoclaves, maquina de lavar materiais e na raspagem das caixas sujas, como: mascara
protetora facial, luva térmica, 6culos de protegdo, luvas de latex (Mucambo), avental de PVC,
mascara respiratoria contra vapores organicos e acidos e protetor auricular (concha ou plug).
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Figura 1. Funcionario devidamente paramentado com EPIs

RECEBIMENTO E PROCESSAMENTO DE MATERIAIS

Os técnicos das se¢des de experimentagao e produgédo, bem como os pesquisadores
que utilizam a secao de experimentagédo, ao longo do dia depositam nas antecamaras
materiais sujos, como gaiolas com maravalha e bebedouros. Esses materiais sdo recolhidos
constantemente pelos técnicos da secao de higiene e esterilizagdo para o adequado
processamento.

Os materiais resistentes a alta temperatura (gaiolas, grades, bebedouros, componentes
de gaiolas de rack ventilado, gaiolas de gaioleiro metabdlico, itens de enriquecimento
ambiental) sdo higienizados em maquina apropriada antes de serem esterilizados nas
autoclaves.

Caixas (gaiolas)

O Biotério conta com diferentes tipos de gaiolas (Figura 2):

v Gaiolas abertas (sistema open cage). Sao feitas de polipropileno, plastico translicido
ou opaco que é resistente ao calor intenso de até 121 °C, podendo, portanto, ser
autoclavadas;
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v Gaiolas dos racks ventilados (sistema IVC) confeccionadas em polisulfona ou
policarbonato, materiais de vida util longa e grande resisténcia a autoclavagem
de até 121 °C (o policarbonato € mais resistente a queda e a polisulfona é mais
resistente a alta temperatura);

v' Gaiolas metabodlicas e semimetabdlicas confeccionadas em policarbonato ou ago
inoxidavel;

v' Gaiolas para coelhos confeccionadas em polietileno (conchas) com modulos em
ferro.

As caixas sujas sao retiradas das antecamaras e levadas pelos técnicos da secgao
de higiene e esterilizagdo para serem submetidas ao processo de raspagem dos residuos
biolégicos (maravalha, fezes, urina).

Apo6s a retirada dos residuos, as gaiolas s&o higienizadas na maquina de lavar
materiais, sendo, no final do processo, organizadas em pilhas, para, posteriormente, serem
autoclavadas e devolvidas as sec¢des de experimentagéo e produgéao.

Figura 2. A) Gaiola de polipropileno; B) Gaiola de rack ventilado; C) Gaiola metabdlica para ratos. Fonte:
Disponivel em: http://www.instrulab.com.br/produtos/32.jpg; D) Gaiola para coelhos. Fonte: Disponivel
em: http://www.beira-mar.com/mpead.htm
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Bebedouros

Os bebedouros sao feitos de policarbonato ou polipropileno. Esses materiais séo
transparentes e resistentes a quedas e, formato que permite observar melhor as sujidades e
o nivel de agua.

Os bebedouros sujos retirados das secdes de experimentagdo e produgdo sao
recolhidos das antecamaras pelos técnicos da secao.

Nessa secgdo, eles sdo esvaziados e colocados em um suporte apropriado para
passarem pelo processo de higienizagdo na maquina apropriada para lavar esses materiais.

Os bicos de ago inoxidavel dos bebedouros sao retirados e devidamente higienizados
na lavadora ultrassbnica para bicos (Figura 3). Apds a higienizagdo, os bebedouros sao
preenchidos com agua filtrada e os bicos de ago inoxidavel sdo recolocados. Posteriormente,
os bebedouros tampados sdo dispostos em carrinhos proprios para esterilizacdo e
encaminhados para as respectivas se¢bes através das autoclaves.

Os carrinhos proprios para a coleta de bebedouros sujos retornam para as respectivas
secdes através das antecamaras, sendo previamente desinfetados com alcool 70%.

Figura 3. Lavadora ultrassonica para bicos de ago inoxidavel

Tampas e grades

As gaiolas dos racks ventilados apresentam tampas-filtro e acessoérios feitos de
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policarbonato. Por baixo da tampa-filtro, coloca-se a grade de aco inoxidavel, que se encaixa
na gaiola e contém as divisorias para colocagao de ragédo e bebedouro. Ja as caixas para
manutengédo de animais em sistema aberto (open cage), feitas em polipropileno, dispéem
somente da grade de ago inoxidavel com as divisorias.

Para realizar a higienizagao desses materiais, os filtros sao retirados das tampas,
sendo estas higienizadas junto com os acessoérios ha maquina de lavar materiais, assim
como as grades de aco inoxidavel. Posteriormente, os filtros sdo recolocados nas tampas
ou substituidos por novos e esterilizados junto com as grades por meio do processo de
autoclavagem.

Uniformes

Cada secgdo dispde de um carrinho préprio para coleta de uniformes (aventais e
macacoes) e toalhas sujos. Diariamente os uniformes s&o coletados pelos técnicos dessa
secao e encaminhados para o setor de lavanderia. Além destes, todos os panos ou flanelas
utilizados na limpeza de superficies (piso, paredes, teto, bancadas) do Biotério sdo enviados
para a lavanderia. Apds higienizagao nas lavadoras, os vestuarios limpos e umidos passam
por secagem a 80 °C por 1h30. Quando secos, séo devidamente dobrados, separados por
tipo, acondicionados em embalagens préprias e autoclavados a 121 °C por 35 min.

Residuos

Os residuos retirados durante a raspagem das gaiolas, o lixo proveniente das salas de
experimentacédo, das salas de animais, das seg¢des de producgéo e de higiene e esterilizagao,
bem como as carcacgas de animais, sdo considerados residuos de risco biolégico (Figura 4).

RISCO
BIOLOGICO

Figura 4. Simbolo de risco biologico
Por medida de seguranga?, o residuo proveniente da segdo de experimentagéo, se
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considerado contaminado, passa por processo de esterilizagdo em autoclave antes do
descarte.

Antes do descarte, os técnicos dessa seg¢ao acondicionam esses residuos em sacos
brancos identificados com simbolo de risco bioldgico.

RECEBIMENTO DE MATERIAL CONTAMINADO DA SEGAO DE EXPERIMENTAGAO

Em caso de pesquisa com animais contaminados, o pesquisador responsavel informa
previamente o técnico da se¢ao de experimentacao, que vai separar e identificar esse material
(tampa, gaiola, bebedouro, maravalha, carcaga do animal) para que seja esterilizado antes
do descarte. O material contaminado é embalado dentro da cabine de fluxo laminar pelo
préprio pesquisador, e o técnico da experimentagdo o encaminha para a autoclave de barreira
localizada na segéo de experimentacdo. Os valores de temperatura e pressado do processo
de esterilizagdo devem ser definidos de acordo com a indicagao para eliminar completamente
0 agente infeccioso em questao?. Apds o ciclo, o material é retirado pela porta da autoclave
na sec¢ao de higiene e esterilizago.

Terminada a esterilizagdo de todo o material e da carcaga dos animais, o residuo &
encaminhado para descarte de acordo com o Anexo 5.

HIGIENIZAGAO DE MATERIAIS

Ahigienizagdo, ou limpeza de materiais, consiste no processo de remocéo de sujidades
e matéria organica dos materiais® para, posteriormente, serem desinfetados ou esterilizados.

A secao de higiene e esterilizagéo dispde de uma maquina especifica para lavar esses
materiais, uma lavadora ultrassénica e quatro tanques de alvenaria (500 L/unidade).

O processo de lavagem de materiais na maquina consiste na higienizagdo a uma
temperatura de 80 °C com jatos de agua quente e detergente neutro proprio (Figura 5).
Normalmente sdo necessarios dois técnicos para realizar essa operagao (Anexo 3).

A temperatura da agua da lavadora ultrassénica (Figura 3) € de aproximadamente 90
°C, e 0s bicos séo higienizados por meio de vibragdes de ultrassom. O tempo aproximado do
processo de ultrassom é de 20 minutos.

Podem ocorrer situacdes em que determinado material precisa ser higienizado e
desinfetado nos tanques de alvenaria, seja porque seu tamanho ndo permite a lavagem
convencional na maquina de lavar materiais, seja por motivo de manutencao da maquina.
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Nesses casos, utiliza-se outro método de higienizagdo dos materiais, que consiste no
preparo de duas solugdes nos tanques, sendo uma de detergente e outra de desinfetante

com hipoclorito de sodio (5%)*.

Apoés a retirada dos residuos, os materiais sdo imersos primeiramente na solugéo
detergente por cerca de 20 minutos, para a retirada de residuos organicos. Apds o enxague,

os materiais ficam imersos em solugéo desinfetante por no minimo 1 hora.

Vale ressaltar que, ao trabalhar com agentes quimicos na desinfecgéo e esterilizagao,
o técnico deve estar atento para a necessidade do uso de EPI, pois esses agentes podem

acarretar efeitos indesejaveis sobre a pele, os olhos e o aparelho respiratorio.

Figura 5. Maquina de lavar materiais
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ESTERILIZAGAO E DESINFECCAO

Autoclaves e processos de desinfecgiao

Esterilizagao € o processo que destrdéi ou elimina todos os microrganismos, inclusive
microrganismos esporulados e virus®. Desinfecgao é o processo que destréi microrganismos,
patogénicos ou ndo, porém nao elimina todas as formas microbianas (por exemplo, fungos e
esporos bacterianos?®).

Os métodos de esterilizacdo e desinfecgao sédo variados. No Biotério utilizam-se as
autoclaves para processo de esterilizacédo, e produtos quimicos como hipoclorito de sédio,
cloreto de benzalcénio e alcool 70%, como agentes desinfetantes. Para garantir a eficacia
desses processos?®, todo material a ser desinfetado ou esterilizado precisa passar previamente
por higienizagcao para a retirada de residuos biolégicos.

A autoclave produz esterilizagdo mediante calor sob pressao (121 °C) ou vapor fluente
(100 °C), sendo este o equipamento mais utilizado na esterilizagdo de materiais e insumos em
biotérios* (Anexo 4). E um dos métodos mais seguros e confidveis, pois penetra em materiais
porosos, esterilizando-os®”.

O Biotério conta com quatro autoclaves de barreira dupla porta (560 L/unidade) (Figura
6), sendo uma para a se¢ao de experimentacao e trés para a segcao de produgao. A estrutura
de dupla porta ndo permite a contaminagéo entre as sec¢odes “limpa” e “suja”.

Figura 6. Autoclaves de barreira dupla porta (secéo de higiene e esterilizagao)
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A secao de higiene e esterilizagado é responsavel pela organizagédo e logistica dos
materiais a serem esterilizados para as duas se¢des, como EPIs, toalhas, caixas, tampas,
maravalha, bebedouros, fichas, panos de limpeza, uniformes, entre outros. O Quadro 1
apresenta as caracteristicas dos ciclos de esterilizagao por autoclave semanalmente.

Ha materiais que ndo podem ser esterilizados nas autoclaves, por causa do tamanho ou
por n&o resistirem a alta temperatura, como estantes de gaiolas, carrinhos de ragao, carrinhos
de bebedouros, sacos de racdo. As vezes também no é possivel fazer a higienizacdo destes
nos tanques de alvenaria. Nesses casos, a desinfecgéo € realizada na sec¢ao de higiene e
esterilizagéo por aspersdo com alcool 70% ou solugdo de hipoclorito de sodio (1%), sendo
depois fornecidos para as outras se¢bes através das antecamaras de dupla porta. Além de
desinfetar os materiais antes de devolvé-los as segdes, € necessario que as antecamaras
sejam constantemente descontaminadas (Anexo 17).

Semanalmente sao fornecidos para a seg¢éo de produgéo sacos de ragao propria para
roedores de laboratdrio (Anexo 7). Essa ragédo é descontaminada pelo processo de irradiagéo
gama (12 a 15 kGy) e acondicionada em embalagem adequada, sendo externamente
revestida por uma embalagem adicional, para proporcionar maior seguranga ao produto.
Essa embalagem também é desinfetada antes de ser introduzida na se¢ao de produgao.

Quadro 1. Caracteristicas dos ciclos de esterilizagdo de materiais por autoclave

Tempo (min) Média de
. ciclos/
. A Tipo de
Material Temperatura | Pré- . e semana
Vicuo Esterilizagdo | Secagem | esterilizagédo por
autoclave

Bebedouros 100°C | -——-- 20 10 Vapor fluente 10
Caixas,
tampas e
acessorios 121°C 5 20 10 Vapor sob 32
de rack P
ventilado

o Vapor sob
Maravalha 121 °C 5 20 30 press&o 8
Instrumental
g'g“erg'“’ 100°C X 20 10 Vapor fluente 1
necropsia
EPI 121C 5 20 10 Vapor sob 1

pressao

Papéis em o Vapor sob
geral 121°C 5 20 30 pressdo 1
Uniformes e o Vapor sob
toalhas 121°C 5 20 10 pressao 5
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Controles

Quando da disposi¢cdo dos materiais na autoclave, estes sdo organizados de forma
que tenham espagcos livres para permitir a circulagdo do vapor®. Séo utilizados indicadores
quimicos e biolégicos para controlar a eficiéncia dos ciclos®. Os indicadores sao distribuidos
na autoclave de modo que representem o processo de esterilizagdo em mais de um ponto
da maquina.

Indicadores quimicos: sdo utilizados para detectar a adequada exposi¢éo ao calor
e ao tempo por meio de mudanga na coloragéo. Para serem eficientes e a informagao ser
valida, devem ser colocados dentro dos pacotes a serem esterilizados’. Afita para autoclave é
utilizada como indicador de esterilizagdo em autoclaves. Durante o processo de esterilizagao,
se a maquina atingiu a temperatura adequada, as listras da fita ficam negras, identificando
que o ponto de fusdo do enxofre foi atingido. Dessa forma, além da confirmagéo de que a
temperatura adequada foi atingida, é possivel identificar um pacote esterilizado de um néo
esterilizado. No entanto, a fita mostra apenas que a autoclave atingiu a temperatura, mas nao
garante que esta foi mantida durante todo o ciclo.

Outro indicador quimico utilizado séo as tiras de integradores quimicos para vapor, que
consideram todos os parametros criticos do processo de esterilizagdo (tempo, temperatura e
qualidade do vapor) e séo colocadas no interior dos pacotes a serem esterilizados.

Indicador biolégio: cada ampola contém esporos de Geobacillus stearothermophilus
(microrganismos resistentes a altas temperaturas) e, em separado, o meio indicador de
crescimento. Apos o ciclo, as ampolas séo incubadas a 56 °C (+/-2 °C) por 24 horas. Se as
ampolas mudarem de cor apos a incubagao, estao indicando que o processo esta correto,
pois desativou os esporos de microrganismos. A desvantagem desse método é que seu uso
€ mais dificil e demorado, pois necessita ser incubado, e o material que foi esterilizado sé
podera ser utilizado apds a confirmagéo da eficiéncia do ciclo em 24 horas’.

SISTEMA DE AR CONDICIONADO

O Biotério dispée de um sistema de ar condicionado central denominado sistema
HVAC (Heating, Ventilation and Air Conditioning). O sistema & composto de trés faincoils,
responsaveis pela ventilacdo — o primeiro atende a sec¢do de higiene e esterilizagcao, o
segundo, a secdo de produgéo e o terceiro, a secdo de experimentacédo —, dois chillers,
responsaveis pela refrigeragao do ar (Figura 7), e um gerador de energia. Futuramente o
sistema sera composto de quatro faincoils e trés chillers, para que possa também atender a
nova unidade em construcao.
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Ainsuflagéo do ar é realizada pelo teto através de dutos ligados ao faincoil, com vazéo
e pressao adequadas para cada secao e taxa de renovagéo do ar de 20 trocas/h. O sistema
tem um pré-filiro de entrada que é substituido mensalmente, um filtro-bolsa com eficiéncia de
filtragem de 85% das particulas, que deve ser substituido semestralmente, e um filtro HEPA
com filtragem absoluta do ar, que deve ser substituido com frequéncia de no maximo dois
anos e que retém particulas de 3 microns, com eficiéncia de 99,97% para virus e bactérias.
O sistema que atende a sec¢do de experimentagéo tem filtragem HEPA também na saida do
ar. A exaustao é feita através de dutos nas paredes em dois planos (superior e inferior). A
refrigeracdo das trés segdes é feita por dois chillers automatizados.

O gerador de energia é acionado automaticamente na falta de energia e atende ao
sistema de ventilagdo e iluminagdo da secao de produgdo, bem como fornece iluminagéo
de emergéncia a segdo de experimentacdo. O sistema de ar condicionado retorna ao seu
funcionamento normal automaticamente assim que o sistema darede publica for restabelecido.

Figura 7. Chillers que atendem as se¢des de producéo, experimentacéo e higiene e esterilizacdo

MANUTENGAO DE EQUIPAMENTOS

O Biotério mantém contrato de manutencao para o sistema de ar condicionado e
autoclaves, renovado anualmente mediante processo de licitagdo. As visitas dos técnicos sédo
acompanhadas pelos responsaveis de cada sec¢éo e controladas nos cadernos de registro.
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Autoclaves

Na manutencéao preventiva, € realizada vistoria detalhada por técnicos especializados
a cada 15 dias, sendo verificados todos os componentes e variaveis das maquinas, como
temperatura, pressédo, bombas de agua, filtros, drenos e resisténcia. No final da vistoria, o
técnico emite um laudo assegurando que a maquina esta em condigbes adequadas para
utilizagao. Esse tipo de manutencédo visa minimizar os riscos de eventuais problemas e

aumentar a vida util do equipamento.

A manutencao corretiva é realizada sempre que 0s equipamentos apresentam algum
problema. A empresa responsavel pela manutengdo € comunicada assim que o problema
é constatado, devendo o técnico, o mais rapido possivel, avaliar e realizar o conserto, bem

como a reposigao de pecgas, se necessario.

Sistema de ar condicionado

A empresa contratada realiza a manutencédo preventiva, permanecendo o técnico
responsavel de plantdo no Biotério trés vezes por semana, para proceder a limpeza e a
conservagao das casas de maquinas, a troca de filtros, a limpeza de dutos e grelhas de
exaustdo e insuflagdo e a manutencao corretiva quando necessario. O técnico também

atende a chamados de emergéncia em qualquer dia e horario da semana.

Maquina de lavar materiais

N&o é mantido contrato de manutengéo para a maquina de lavar materiais. O técnico

responsavel é acionado sempre que houver necessidade de manutengao corretiva.

Manutencao predial

A manutencao das instalagbes elétrica e hidraulica é realizada pelas equipes de
manutengéo da FCF-IQ/USP, mediante solicitagdo no sistema das unidades.
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SALAS DE ESTOQUE

A secédo de higiene e esterilizagdo conta com estrutura de armazenagem de materiais
em almoxarifado, com sala de estoque de racéo e contéiner de estoque de maravalha.

Todo material recebido pela se¢ao é verificado quanto a quantidade, numero do lote e
data de validade. Posteriormente, € destinado para as respectivas salas.

As salas de estoque devem ser arejadas e secas, para evitar a proliferacéo de fungos,
entre outras contaminagdes. A maravalha pode estar contaminada e conter microrganismos;
por isso, € acondicionada separadamente de outros materiais, em contéiner localizado
externamente ao Biotério, uma vez que os processos de descontaminagao/esterilizacdo dos

insumos sao diferenciados®.

A distribuicdo dos materiais para as se¢des de experimentagao e de produgao leva em
conta fatores como estrutura fisica, composigéo, tamanho e possivel grau de contaminagao.
O método mais utilizado na introdugdo de materiais nas secoes é a esterilizagdo por vapor
fluente ou o vapor sob pressao nas autoclaves.

Almoxarifado

Entre os materiais estocados no almoxarifado, estéo produtos de higiene e desinfecgao,
EPIs, instrumentos cirdrgicos, seringas e agulhas, caixas de perfurocortantes, sacos para
descarte de residuos e especificos para autoclaves, entre outros materiais para uso e reposic¢ao.

Todo material recebido é conferido, registrado e organizado na sala, para facilitar o
controle do estoque e a sua distribuicao para as outras segdes.

Sala de estoque de ragao

Aracéo utilizada para a manutencao de ratos e camundongos € peletizada e formulada
especialmente para roedores de laboratério. No caso dos coelhos utiliza-se ragéo peletizada
especialmente formulada para coelhos de laboratério. Ambas séo fornecidas em sacos de 20
kg, e o método de descontaminagéo é o de irradiagdo gama (12-15 kGy).

Asala para estoque de ragdo mantém temperatura e umidade diferenciadas (controladas
pelo sistema de ar condicionado) e os sacos estdo acondicionados sob paletes, evitando-se o
em contato direto com o chdo e as paredes.
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Contéiner de estoque de maravalha

O Biotério conta com um contéiner destinado somente ao armazenamento da
maravalha utilizada na forragao das gaiolas dos animais como cama. A maravalha utilizada é
proveniente de madeira pinus de boa qualidade. Antes de ser utilizada, a maravalha (sacos
de rafia de 5 kg) é esterilizada por vapor sob pressdo nas autoclaves. Em cada ciclo das
autoclaves sao esterilizados cinco sacos de maravalha, visando garantir adequada circulagéo

do vapor dentro das autoclaves.

DESCARTE DE RESIDUOS

As normas para descarte de residuos estdo regulamentadas pela Resolugcéo ne 283
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama), de 12 de julho de 2001. Consideram-
se Residuos de Servicos de Saude (RSS) aqueles provenientes de qualquer unidade que
execute atividades de natureza médico-assistencial humana ou animal, os provenientes de
centros de pesquisa, desenvolvimento ou experimentagdo na area de farmacologia e saude,
os medicamentos e imunoterapicos vencidos ou deteriorados, os residuos oriundos de
necrotérios, funerarias e de servicos de medicina legal e aqueles provenientes de barreiras

sanitarias®.

O Biotério produz uma grande quantidade diaria de residuos e carcacgas, que podem
ou nao estar contaminados. Como gerador dos residuos, € dever do Biotério realizar seu
adequado descarte? (Anexo 2). Assim, qualquer residuo que possa conter contaminagéo
deve ser embalado e autoclavado antes do descarte’.

Os técnicos dessa segdo acondicionam os residuos em sacos brancos identificados
com simbolo de risco biolégico, que sdo lacrados e depositados em carrinho de méo e,
finalmente, sdo encaminhados para a lixeira de residuos hospitalares na area externa. O

Biotério da FCF-IQ/USP produz em média 2 mil kilos de residuos por més (Figura 8).

E importante salientar que as carcacas de animais submetidos a eutanasia devem ser
acondicionadas separadamente, devendo ser previamente armazenadas em freezer para
depois serem encaminhadas para o setor de descarte de carcagas (em implantagédo). Todos
0s sacos brancos, além de apresentarem o simbolo de residuo biolégico, sdo identificados

com os seguintes dados: responsavel, peso, data e observagdes pertinentes (Anexo 5).
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Figura 8. Descarte de residuos bioldgicos

CAMARA DE CO,PARA EUTANASIA

A utilizacdo de animais em pesquisa e produgcdo em determinado momento requer a
realizagdo de eutanasia, que deve sempre visar ao nao sofrimento do animal.

O técnico deve ter treinamento e preceitos éticos, e o processo deve ocorrer distante
de outros animais®®. O procedimento de eutanasia esta descrito no Anexo 6, e € seguido pelo
técnico, para garantir a eficiéncia do processo.

A eutanasia em animais envolve os seguintes critérios: auséncia/redugcédo de dor e
estresse; produgao de inconsciéncia rapida seguida de morte; irreversibilidade; segurancga e
minimo impacto emocional negativo para o técnico; uso de um método adequado a espécie
e ao numero de animais (Capitulo 6).

Os camundongos e ratos s&o submetidos a eutanasia em camara de CO, uma delas
localizada na secéo de higiene e a outra na se¢ao de experimentacao, sendo este um método
quimico de eutanasia. Ja os coelhos recebem uma overdose de anestésicos injetaveis
(xilazina e cetamina), também um método quimico de eutanasia, seguido da confirmacao do
obito na camara de CO.,,

A camara de CO, é apropriada ao tamanho das espécies animais produzidas no
Biotério e periodicamente é avaliada a sua calibragdo. Por medida de segurancga, os cilindros
com gas estao localizados na parte externa do Biotério.

Antes do acondicionamento das carcagcas em sacos brancos com simbolo de risco
biolégico para descarte, a morte do animal é verificada com a confirmagdo do cessamento
de seus sinais vitais.
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INTRODUGAO

Asecao de experimentacao é destinada a receber e manter os animais de laboratério em
trabalhos experimentais e atende os pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
e do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (FCF-IQ/USP).

A equipe da sec¢ao é composta de uma técnica de nivel médio, uma técnica de nivel
superior e uma especialista, que atua como chefe da secéo.

Atualmente a segdo dispde de uma darea fisica de aproximadamente 200 m? com
sistema de ar condicionado central (Capitulo 5). Esse sistema é capacitado para renovar
100% do ar e controlar as variaveis ambientais: temperatura, umidade relativa e trocas de
ar. Essas variaveis sdo monitoradas continuamente, bem como é realizado o controle de
poluentes, odores e contaminantes aerégenos (Quadro 1).

Quadro 1. Condigdes ambientais da se¢do de experimentacéo

Condig6es ambientais Rato Camundongo
Temperatura (°C) 22+2 22+2
Umidade relativa 55+10% 55+10%
Trocas de ar 15-20 trocas/hora 15-20 trocas/hora
Ciclo claro/escuro 12C/12E 12C/12E
Faixa auditiva (dB) 0,1a65 0,75a85

A partir do momento em que a se¢ao de experimentacao foi estabelecida, em 2001,
esta vem sendo aprimorada e adaptada aos multiplos ensaios biolégicos realizados pelas
duas unidades. Os animais utilizados sédo provenientes tanto da se¢éo de produgao como de
outros biotérios credenciados, mediante a apresentagao do laudo sanitario destes.

Essa segédo atende a diversos tipos de ensaios biologicos e linhas de pesquisa,
como ensaios de nutrigdo experimental, toxicologia e parasitologia, e procura atender as
especificagdes de cada experimento. Para isso, disponibiliza salas maiores nos casos em
que se torna necessaria a instalacdo de aparelhos e/ou equipamentos grandes a serem
utilizados nos experimentos.

O Biotério é utilizado por 60 pesquisadores e sao realizados em média cerca de
80 experimentos por ano, na maioria das vezes multidisciplinares de curta, média e longa
duragéo.

Para atender os pesquisadores no que se refere a niumero de animais, especificagbes
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do experimento e sala experimental, sdo realizados planejamentos criteriosos entre as
secdes de producdo e experimentagdo, visando ao sincronismo entre a programacao de
producdo dos animais, que muitas vezes tém peso e idade definidos para cada ensaio, e a
disponibilidade da sala experimental com as especificagdes do experimento (Anexo 1).

Apadronizagao dos procedimentos de rotina, todo o fluxo de entrada e saida das segées,
as normas de biosseguranga e as normas internas relacionadas ao desenvolvimento correto
dos experimentos garantem a qualidade dos trabalhos desenvolvidos e a reprodutibilidade
dos resultados entre experimentos.

De acordo com os niveis de biosseguranga, a secéo de experimentagao do Biotério
foi classificada pela Comiss&o Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) com o Nivel de
Biosseguranga 2 (NB-2), recebendo o Certificado de Qualidade em Biosseguranga (CQB) em
2000".

Descrigao da segao

Sala de expedi¢ao de animais

Sala destinada aos animais que sairam da secao de produgdo e serdo entregues aos
pesquisadores. Os animais sao retirados da seg¢ado de producgéo para essa sala através do
pass-through de passagem, para evitar a contaminag¢ao cruzada entre as se¢des de producao
e experimentacao.

Salas de experimentagao

Um total de 14 salas experimentais (Figura 1) é destinado a experimentos, com a
utilizacdo de diversos modelos animais, como heterogénicos, isogénicos, mutantes
(imunodeficientes) e geneticamente modificados, de acordo com as espécies de ratos e
camundongos.

As salas de experimentagao sdo mantidas com barreiras sanitarias: sistema de presséo
negativa com relagéo ao corredor; filtros seletivos HEPA na entrada e saida do ar; autoclave
de barreira; fluxo laminar; e racks ventilados.

A iluminagao das salas é controlada com temporizadores de iluminagédo, sendo um
para cada sala. Geralmente, sdo mantidos os ciclos de 12 h claro/12 h escuro. Caso seja
necessaria a mudanga de ciclo, os animais devem passar por um periodo de adaptagao de
duas semanas? (Capitulo 3).
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As salas sao identificadas nas portas com os nomes dos pesquisadores, seus ramais
e telefones de emergéncias.

A

Figura 1. Sala experimental com identificagéo na porta

Para atender a demanda dos pesquisadores, as salas sdo compartilhadas. Procura-
se selecionar os experimentos que ficardo na mesma sala de acordo com alguns critérios,
como, por exemplo, por espécie animal e por experimentos que apresentem necessidades
semelhantes. As linhagens geneticamente modificadas permanecem juntas em racks
ventilados (sistema /VC) ou em gaiolas convencionais (sistema open cage) com identificagéo
diferenciada das outras linhagens. Ja os trabalhos com imunodeficientes sdo colocados
geralmente na mesma sala.

Os trabalhos que necessitam de aparelhos e gaioleiros especificos, como esteira
ergométrica, aparelho de natagdo, cAmara para gases e gaiolas metabdlicas, permanecem
em salas apropriadas para tais fins.

Sala de procedimentos

Essa sala é apropriada para a realizagao de técnicas e procedimentos experimentais
de inoculagdes, coleta de sangue e cirurgias em geral. Esses procedimentos ndo podem ser
realizados na propria sala dos animais, pois liberam odores e podem ocorrer vocalizagdes,
que acabam estressando os animais, refletindo negativamente nos resultados experimentais.

Os equipamentos disponibilizados s&o: fluxo laminar; freezer, capela; camara de CO,,;
aparelho de anestesia inalatéria; microscépio; lupa; luz infravermelha; bomba de perfusao;
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instrumentais cirdrgicos; e dispositivos artificiais para a contencgao de ratos e camundongos.
Encontram-se também nessa sala materiais descartaveis para uso em procedimentos, como
seringas e agulhas de diversos tamanhos, tubos de ensaio, e um armario especifico para
materiais de limpeza, sacos de lixo hospitalar, caixas para descarte de perfurocortantes
(Figura 2), alcool 70%, detergente e alcool iodado. Essa sala dispbe ainda de adaptadores
para a utilizagao de gas oxigénio e CO, cujos cilindros estdo localizados na parte externa
do Biotério (Figura 3). O gas oxigénio é utilizado no aparelho de anestesia inalatdria, e o
CO, para a camara de eutanasia dos animais. Para utilizagéo desses gases, € necessario
agendamento prévio, bem como o planejamento criterioso das datas do experimento.

Figura 2. Caixa para o descarte de perfurocortantes

Figura 3. A) Adaptadores para gas O2 e CO2; B) Cilindros localizados na area externa do Biotério
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Sala de esterilizagao e preparo de materiais

Essa sala conta com uma autoclave de dupla porta para a esterilizacdao de materiais
provenientes da secdo de higiene e esterilizagdo para a segdo de experimentagdo. Sao
esterilizados os seguintes materiais nessa sala: gaiolas, grades, maravalha e bebedouros
completos com agua.

Se houver necessidade de descontaminar gaiolas sujas contaminadas ou animais
mortos contaminados, provenientes da segdo de experimentagdo, a descontaminagao
deve ser realizada seguindo o fluxo da segéo de experimentagéo para a secéo de higiene e
esterilizagdo. As gaiolas potencialmente contaminadas sdo embaladas e identificadas com o
simbolo de risco bioldgico, este procedimento é realizado dentro do fluxo laminar (Figura 4).
Posteriormente, esse material é colocado na autoclave (Anexo 5).

Encontram-se também nessa sala materiais de limpeza, sacos de lixo hospitalar, sacos
autoclavaveis e fichas para identificagdo de gaiolas.

Figuras 4. A e B) Material contaminado sendo embalado e colocado no fluxo laminar; C) Material
embalado sendo colocado na autoclave
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Antecamara para materiais sujos

As secdes sdo separadas por antecamaras, as quais funcionam como barreiras de
contencado. Através da antecamera, os materiais sujos retirados da se¢ao de experimentacao
sao transferidos para a segéo de higiene e esterilizagéo.

BIOSSEGURANCA NA SEGAO DE EXPERIMENTACAO

A biosseguranca esta relacionada a eficiéncia das instalagdes e dos equipamentos de
protecao utilizados e as praticas e técnicas criteriosas e padronizadas na produgao e durante
a experimentagao com os animais3.

Os biotérios de experimentagcédo animal estdo classificados em grupos de risco de
acordo com os agentes microbiolégicos que infectam os animais. Os microrganismos s&o
classificados em ordem crescente conforme critérios de patogenicidade, viruléncia, modo de
transmissao, endemicidade e quanto a eficacia da terapéutica*.

Padronizacao da experimentagao animal

Na secdo de experimentagdo foram estabelecidos normas de biossegurancga
e protocolos internos de procedimentos com o intuito de prevenir e minimizar ndo sé os
riscos inerentes ao pesquisador e aos funcionarios, como também os riscos a saude do
animal e a qualidade dos trabalhos experimentais®. O Quadro 2 apresenta normas gerais de
biosseguranca.

Na entrada da segéo esta presente um manual de biosseguranga, os POPs da se¢éo
e um livro de ocorréncias, para que seja anotada qualquer ocorréncia relativa a essa area.

Aequipe da secdo é submetida a atualizagdes constantes por meio de cursos, palestras,
treinamentos’ e aperfeicoamentos, e a propria equipe ministra treinamentos técnicos para os
usuarios do Biotério.
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Quadro 2. Normas gerais de biosseguranca da secéo de experimentagao

v/ E expressamente proibida a entrada de pessoas ndo autorizadas nas segbes de produgio e

experimentagao

Funcionarios e usudrios devem utilizar os equipamentos de protec¢éo individuais (EPIs) preconizados,
como avental, touca, mascara, luvas e pro-pés (sapatilhas)

Lavar as maos antes e apds os trabalhos nas salas experimentais

E terminantemente proibido comer, beber, fumar, utilizar cosméticos, joias e perfumes com odores
fortes no Biotério

Na utiliza¢do de animais provenientes de outro biotério, estes devem cumprir um periodo de
quarentena sob a supervisdo do responsavel pela secdo. A padronizagio sanitria desses animais
deve seguir as mesmas normas deste Biotério, sendo esta comprovada mediante laudos sanitérios

Equipamentos e superficies de trabalho devem ser descontaminados antes e apds o uso
O descarte de materiais deve ser rigorosamente controlado

O lixo resultante das salas experimentais (contaminado) é previamente autoclavado para posterior
descarte

As carcagas de animais devem ser previamente congeladas antes de serem descartadas e, se estiverem
contaminadas devem ser autoclavados antes de serem transferidas para a lixeira hospitalar (Resoluc¢do
Conama no 358 de 2005)°

Devem ser seguidas todas as regras de seguranca referentes ao seu trabalho, comunicando
imediatamente o responsavel caso haja qualquer situa¢do de risco

Durante a jornada de trabalho, informar imediatamente ao responsavel toda e qualquer ocorréncia
envolvendo mordeduras, arranhdes e traumas fisicos

Todos os procedimentos técnicos devem ser realizados com o intuito de reduzir a0 maximo o perigo
de formagéo de aerossdis e particulados no ambiente

O responsavel pelo Biotério devera oferecer treinamentos e verificar a capacitagio de cada funcionario
antes de permitir-lhes o manuseio dos animais de laboratério, além de assegurar-se da capacitacdo
da equipe em rela¢do as medidas de seguranca

Somente pessoas habilitadas deverao manusear os equipamentos, devendo estes ter suas instrugoes
de uso afixadas em local de facil visualizagdo

Devem-se exigir a leitura e a obediéncia das normas e dos procedimentos padronizados
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Sao seguidas normas da CTNBio quanto a utilizacdo de animais geneticamente
modificados’’, sendo de fundamental importancia o conhecimento da Resolugdo Normativa
ne 2 e do Decreto n© 5.591, que séao as legislagdes que regulamentam os itens de atribui¢cdes
da CTNBio, classificacdo de riscos de Organismos Geneticamente Modificados (OGMs),
niveis de biosseguranca e normas para instalacdes fisicas e procedimentos para atividades
e projetos que envolvam OGMs?.

O artigo 7° da Resolugdo Normativa n¢ 2, de novembro de 2006, classifica os OGMs
em quatro classes de risco (Quadro 3).

A secdo de experimentacdo enquadra-se no nivel de Biosseguranga Animal 2 (NBA-
2), o qual envolve agentes infecciosos bem caracterizados que trazem riscos de doencas
a humanos adultos. Os riscos existentes sdo de contaminagdo pela ingestdo de agentes
infecciosos, pela exposicdo das membranas mucosas ou até mesmo pela pele.

Tanto pesquisadores como funcionarios seguem os Procedimentos de Boas Praticas
Laboratoriais (BPL)%'"° e os POPs. Estes séo escritos e revisados continuamente pela equipe,
sendo documentos de qualidade e seguranga do Biotério.

Quadro 3. Critérios para a classificagdo de grupos de riscos por agentes bioldgicos

Classificagdao | Descrigao

Baixo risco individual e baixo risco para a comunidade. Trata-se de OGM que

Grupo de contém sequéncias de ADN/ARN de organismo doador e receptor que ndo causem
risco | agravos a saude humana e animal e efeitos adversos aos vegetais e ao meio
ambiente

Moderado risco individual e baixo risco para a comunidade. Trata-se de OGM que
Grupo de risco | contém sequéncias de ADN/ARN de organismo doador ou receptor com moderado

1] risco de agravo a saude humana e animal, que tenha baixo risco de disseminacao
e de causar efeitos adversos aos vegetais e ao meio ambiente

Alto risco individual e risco moderado para a coletividade. Trata-se de OGM que

Grupo de risco | contém sequéncias de ADN/ARN de organismo doador ou receptor, com alto
Il risco de agravo a saude humana e animal, que tenha baixo ou moderado risco

de disseminacgéo e de causar efeitos adversos aos vegetais e ao meio ambiente

Alto risco individual e alto risco para a coletividade. Trata-se de OGM que contém
Grupo de sequéncias de ADN/ARN de organismo doador ou receptor com alto risco de
Risco IV agravo a saude humana e animal, que tenha elevado risco de disseminagéo e de
causar efeitos adversos aos vegetais e ao meio ambiente

Fonte: Adaptado de Brasil'
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Protocolos e procedimentos operacionais padrao

Protocolos

Os protocolos de biosseguranga do Biotério preveem a garantia da qualidade do animal,
bem como a seguranga no seu uso. Esses protocolos foram elaborados de acordo com leis
nacionais e internacionais. Sendo assim, os aspectos abordados incluem: padronizagao dos
protocolos; treinamento dos funcionarios do Biotério e dos usuarios (pesquisadores, técnicos,
alunos de graduacgao e pods-graduagéo); uso de equipamentos de segurancga individual e
coletiva; validagdo e manutengcdo dos equipamentos; adequado descarte de material
bioldgico, sendo os procedimentos criteriosamente organizados em manuais operacionais e
continuamente revisados.

Todos os pesquisadores e usuarios recebem, ao iniciar seus experimentos na segéo de
experimentacdo, as normas internas de biosseguranca, que contém recomendacgdes gerais
de técnicas e procedimentos com os animais e um protocolo de experimentagéo animal a ser
preenchido pelo pesquisador, com os devidos termos de responsabilidade.

Normas internas de biosseguranca

As normas internas de biosseguranga foram elaboradas pela prépria equipe do Biotério,
e contém regras gerais de seguranga e BPL, assim como regras especificas deste Biotério.

Essas normas prestam esclarecimentos quanto a solicitacdo de autorizagcao para
realizar trabalhos na secéao, explicam o uso correto de EPIs e EPCs e apresentam o local de
trabalho quanto as areas restritas a funcionarios e areas disponiveis ao pesquisador. E de
suma importancia esclarecer o pesquisador sobre a responsabilidade do experimento que
esta sendo realizado, a importancia do monitoramento dos animais em experimentagéo, a
necessidade de treinamentos prévios de procedimentos e técnicas que serao utilizados nos
animais, bem como a correta manipulagao destes.

Esse manual descreve como deve ser o comportamento dos usuarios em biotérios de
experimentacdo, como manter siléncio nas areas com animais, como utilizar os materiais que
o Biotério fornece, quais sao os horarios de entrega de animais e outros itens especificos etc.
A mesma norma também contém recomendagdes para os trabalhos com os animais, como
preenchimento correto das fichas de identificagcdo das gaiolas, densidade de animais versus
tamanho da gaiola, dependendo da espécie (Capitulo 4), e a promogéo do bem-estar animal
com a utilizacao de itens de enriqguecimento ambiental (Capitulo 3).
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Os treinamentos para os usuarios do Biotério da FCF-IQ/USP abrangem técnicas de
biosseguranca, treinamento de fluxo operacional (entrada e saida), paramentagéo adequada,
manuseio correto dos animais, técnicas de conteng¢ado, imunizagdes, coleta de sangue e
cirurgia (dependendo da técnica que o pesquisador utilizara em sua pesquisa).

Protocolo experimental

O protocolo experimental (Anexo 22) que o pesquisador devera preencher ao iniciar os
experimentos no Biotério € composto de questdes referentes a identificagdo do pesquisador
responsavel, do aluno e dos colaboradores, do titulo do trabalho, dos agentes microbiolégicos
e/ou substancias que serao inoculadas e utilizadas nos animais.

Nesse protocolo também ha questdes sobre os procedimentos e as técnicas a serem
utilizados, bem como sobre a necessidade de treinamento para a realizagao das técnicas,
sobre a presencga ou a auséncia de residuos e dejetos contaminantes, sobre os cuidados
especiais que o funcionario deve ter com os animais, entre outras questdes.

No final do protocolo ha um termo de responsabilidade para o pesquisador responsavel
assinar e dar ciéncia.

Procedimentos Operacionais Padrao (POPs)

Os POPs permitem a padronizagéo das tarefas, garantindo a seus usuarios um
servigo livre de variagbes indesejaveis em sua qualidade final?. Dessa forma, os POPs
foram elaborados no intuito de fixar condigdes, padronizar, definir e estabelecer regras e
recomendacdes, que devem ser seguidas por todas as pessoas do Biotério (funcionarios,
pesquisadores e alunos) que estejam envolvidos em atividades dentro das segdes.

Os protocolos padronizam o fluxo de entrada e saida de pessoal, a paramentacao
correta, o uso adequado dos equipamentos e materiais, o estabelecimento de procedimentos
de rotina especificos, como troca de gaiolas de animais, abastecimento de bebedouros e
ragao, limpeza e higienizacdo das dependéncias do Biotério, desinfeccdo e esterilizagao de
materiais e trabalhos especificos para cada experimento.

Foi estabelecido um sistema de numeragéo para esse documento por segéo e por
tipo de procedimento, que contém seus anexos afixados em cada sala e equipamento, para
anotagoes diarias de quem realizou o procedimento e a data.
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Rotinas e procedimentos

Sao estabelecidas rotinas de procedimentos como troca de gaiolas sujas dos animais,
abastecimento de agua e ragdo, bem como higienizagdo e descontaminacao das salas
experimentais (Anexo 18). Nesse protocolo estdo descritos todos os procedimentos de
descarte de materiais contaminados, perfurocortantes e de carcagas de animais.

Cada sala experimental mantém fichas de controle, onde sdo anotadas as trocas de
gaiolas, ocorréncias e procedimentos realizados, com a devida identificagdo de quem realizou
os procedimentos e em que data.

Equipamentos de Protecao Individual (EPIs)

Tanto os funcionarios como os usuarios devem utilizar a paramentacao correta para
acesso as segbes com animais. O uso desses equipamentos minimiza a exposigdo aos
riscos ocupacionais, evita acidentes em laboratérios € a contaminagdo dos animais por
microrganismos. Os EPIs s&do regulamentados pela Portaria n®s 3.214 NR-6 do Ministério
do Trabalho' e devem estar disponiveis para as tarefas especificas que exijam o seu uso
(Figura 5).

A paramentagao correta consiste em:

1. Realizar a assepsia das maos (higienizagdo das maos, com agua e sabao, e alcool
70% no final do procedimento);

Colocar os pro-pés (sapatilhas) que envolvem os sapatos;
Colocar a touca, que deve cobrir toda a cabeca e os cabelos;

colocar a mascara de forma que cubra a boca e o nariz;

o~ oD

Vestir o avental do proprio Biotério, o qual deve ser devidamente fechado, inclusive
na parte do pescoco;

6. Colocar as luvas (recomendam-se duas luvas para cada mao)(*);
7. Passar alcool 70% sobre as luvas.

Na saida do Biotério, deve-se realizar novamente a assepsia das maos, fazendo a
lavagem com sabao e a descontaminagao com alcool 70%, apds a retirada do segundo par
de luvas.

(*) Padronizou-se a colocagéo de duas luvas em cada mao, para que, ao sair do Biotério experimental, na propria
sala, o pesquisador, usuarios e funcionarios fagam a retirada da luva externa e passe alcool 70% na luva de baixo,
podendo assim abrir as portas.
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Figura 5. Funcionarios devidamente paramentados antes de entrar na segéo de experimentagcéo

Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPCs)

Os EPCs s6 podem ser manuseados por pessoas habilitadas, devendo ter suas
instrucoes de uso afixadas em local de facil visualizagao.

Equipamentos como ar-condicionado central, gerador de energia elétrica, autoclaves,
maquinas de lavar gaiolas, estufas, fluxo laminar, entre outros, devem ser rigorosamente
inspecionados e registrados nas devidas fichas de controle de manutengéo de equipamentos™.
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Os usuarios devem ter conhecimento da localizagéo e dos procedimentos de utilizacado
de extintores de incéndio, bem como ficar atentos a sua validade (Figura 6).

Figura 6. Extintor de incéndio

Exemplos de EPCs: capelas de fluxo laminar; capela quimica; equipamentos
de socorro imediato (chuveiro lava-olhos, pia, sabdo, escova etc.); caixas com luvas;
equipamentos portateis de oxigénio; extintores de incéndio; condicionadores de ar; caixas
para perfurocortantes; circulador/ventilador; autoclave; recipientes para rejeitos; recipientes
especiais para transporte de material contaminado e/ou animais; pipetas mecanicas;
exaustores; e dispositivos de seguranga em maquinas e equipamentos.

104



Seciao de Experimentacido Capitulo 6

Descarte de materiais biolégicos

Todo residuo (lixo) proveniente da segéo de experimentacdo deve ser acondicionado
em sacos plasticos brancos hospitalares, identificados com o simbolo de risco biolégico e
colocados na antecamara para materiais sujos, onde serao recolhidos e encaminhados para
o descarte pela segéo de higiene e esterilizagdo (Capitulo 5) de acordo com o Anexo 5.

As carcagas de animais devem ser previamente congeladas antes de serem
descartadas™. Para o descarte de materiais perfurocortantes’?, como seringas e agulhas,
deve-se descartar o conjunto todo (ndo recapear as agulhas) em caixas préprias para
materiais perfurocortantes (Figura 2), encontradas nas salas experimentais € de uso comum
da secéo.

Riscos ocupacionais

Os biotérios apresentam problemas unicos, que podem atingir funcionarios e
pesquisadores, como riscos ergondmicos, quimicos, biolégicos, mecanicos, além de
mordeduras e arranhdes de animais e reagoes alérgicas'.

Com relagdo ao ambiente de trabalho, existem alguns odores animais que podem ser
agressivos aos seres humanos. Esses odores sédo produzidos pela decomposigcéo bacteriana
dos excrementos. Contudo nao se devem utilizar produtos que mascarem esses odores, pois
podem ser nocivos para os animais e atrapalhar o comportamento normal da espécie™. Nessa
secao, tais odores sdo controlados por procedimentos rotineiros de limpeza, com produtos de
baixa toxicidade aos animais, e pela manutencao da ventilagido adequada.

Para controlar acidentes, a FCF e IQ contam com uma Comissao Interna de Prevencgéo
de Acidentes (CIPA), que tem funcao educativa e de conscientizagdo quanto aos riscos de
acidentes no trabalho.

O pesquisador ou o responsavel pela experimentagdo animal devem assegurar que
todas as pessoas que tenham contato com animais de laboratério e/ou com materiais de
descarte sejam avisadas do risco potencial. E de responsabilidade do pesquisador comunicar
a direcao do Biotério quanto a necessidade de alguma medida profilatica para a realizagcéo de
seu experimento, como, por exemplo, imunizagées com vacinas apropriadas®.

Zoonoses

Zoonoses séao infecgbes transmitidas dos animais para os homens e vice-versa,
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podendo afetar seriamente o operador e os projetos de pesquisa'.

As pessoas que estdo potencialmente expostas a esses riscos sdo aquelas que
sofrem de alguma falha em seu sistema imune e/ou aquelas que apresentam doencgas nao
aparentes™.

Os trabalhos que envolvem exposi¢ao aos microrganismos requerem a imunizagéo de
toda a equipe técnica, desde que haja vacina disponivel.

Alergias

A alergia € uma resposta de hipersensibilidade que se desenvolve como resultado
de repetitivas exposi¢des a substancias denominadas alérgenos. A alergia a animais de
laboratério (ALA)'2'® é uma desordem relativamente comum que se desenvolve em alguns
individuos expostos a proteinas desprendidas dos animais, presentes na urina, no pelo, na
saliva e no soro.

Os sintomas variam de leves a graves, podendo ocasionar rinite, conjuntivite,
rachaduras na pele semelhantes as decorrentes de urticaria, asma etc.

Como medidas para reduzir o grau de exposicdo aos alérgenos, devem ser
providenciados ventilagdo adequada, métodos de limpeza que nao produzam aerossois,
como varredura Umida, e utilizagdo de EPIs (mascaras, protetores faciais, luvas, entre outros).
Atualmente, existem os sistemas de racks ventilados'®, que também diminuem a exposicao
do trabalhador as substancias alergénicas.

VIAS DE ADMINISTRAGAO E COLETA DE SANGUE

Em geral, os roedores de laboratério ndo séo agressivos e podem ser manuseados
sem grandes problemas. No entanto, devem ser previstos protocolos de treinamento para o
manuseio e conten¢ao dos animais que abranjam, também, as vias de administragao e coleta
de sangue.

Os treinamentos prévios sao indispensaveis para o bom desempenho dos trabalhos
experimentais, pois ndo so facilitam o manuseio dos animais como também contribuem para
a prevencéo de lesdes e um nivel adequado de seguranga tanto para o animal como para o
operador. As comissdes de ética em uso animal da FCF-IQ/USP solicitam, ja na avaliagdo
do projeto de pesquisa, informacgdes quanto a experiéncia do aluno e os procedimentos que
serao realizados nos animais (Capitulo 2).
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Quanto ao manuseio dos animais, os alunos séo orientados para que estes sejam
abordados, manipulados e contidos com cuidado e profundo respeito, devendo ser tomadas
todas as precaugdes possiveis com o intuito de garantir o minimo de estresse durante a
manipulagao'” '8,

A administragdo de drogas, anticorpos, células ou outros agentes representa uma
etapa fundamental no processo de avaliacdo da atividade bioldgica em animais. Tais
procedimentos sao amplamente utilizados na segao de experimentacdo. Na escolha da
melhor via de administragdo, deve-se ter conhecimento das caracteristicas quimicas e
fisicas da substancia, pois a via de administracdo depende da propriedade da substéncia
e do objetivo de estudo. Atencao especial também deve ser dada a concentragéo, ao pH,
a viscosidade, a esterilidade, a pirogenicidade e a toxicidade das substancias, bem como a
existéncia de elementos potencialmente perigosos'® 2021,

O conhecimento de métodos e técnicas disponiveis para a administragcdo de
substancias, bem como das caracteristicas de seu metabolismo de distribuicdo tecidual,
possibilita ao pesquisador selecionar a rota mais adequada para a finalidade de seu estudo.
Entre as varias possibilidades para a administracdo de substancias aos roedores, as rotas
mais comuns sdo: via oral (VO) e gavagem, inje¢cdes subcuténea (SC), intramuscular (IM),
endovenosa (EV) e intraperitoneal (IP). A rota deve ser selecionada e treinada antes do inicio
de qualquer experimento'920.21,

A partir do momento em que os animais solicitados pelo pesquisador sao entregues na
sala experimental em uso, é recomendado um periodo de adaptagédo de uma a duas semanas.
A adaptagao proporciona aos animais a oportunidade de se recuperarem do transporte e de
se aclimatizarem em seu novo ambiente?.

Nesse periodo, o operador deve manusea-los para que se adaptem ao seu cheiro
e a rotina do manuseio e para introduzir o treinamento das técnicas e procedimentos que
serao realizados. Um exemplo de treinamento de técnicas € o uso da guilhotina. Esse tipo
de equipamento é introduzido nas gaiolas dias antes da eutanasia, para que os animais se
acostumem com o objeto novo €, no momento da eutanasia, ndo fiquem muito estressados?23,

O conhecimento das técnicas que serdo realizadas nos animais e os treinamentos
prévios garantem a maior qualidade do resultado dos procedimentos.

Imobilizagao dos animais

Transferéncia de gaiolas

Ao lidar com os animais, devem-se evitar agitacdo e movimentos bruscos. Deve-se
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esperar alguns instantes para que os animais investiguem a mao do operador e o cheiro da
luva.

Para a transferéncia de uma gaiola para outra, bem como para a pesagem dos animais,
os ratos devem ser manuseados de forma gentil e firme, suspendendo o animal com a mao
atras das patas dianteiras e da cabega, pelo meio do corpo. Nao é recomendavel o manuseio
do animal pela cauda, tendo em vista que o animal pode se tornar mais agressivo e intolerante
a manipulagodes futuras?>?* (Figura 7).

Ja os camundongos sdo manuseados pela base da cauda. Se o trajeto for longo, deve-
se apoiar o animal (Figura 8).

Em caso de transferéncia de mae com sua ninhada, a mae é removida em primeiro
lugar, a fim de n&do provocar reagdes defensivas dela quando o ninho é retirado da gaiola. O
ninho e todo o seu contetido devem ser levantados e levados para a nova gaiola, que devera
ser gentilmente recolocada na estante??,

e
P

Figura 7. Manuseio de rato para troca de gaiola
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Figura 8. Manuseio de camundongos para a troca de gaiola (linhagem BALB/c)

Contencgao para inoculagoes

A contengao caracteriza-se pela imobilizagdo de um animal por inteiro ou de parte
dele, em um ambiente confortavel e seguro, utilizando as maos ou um dispositivo artificial.
A contencgdo é realizada no animal consciente, submetido a manipulagdo que n&o requer
sedacdo ou anestesia, porém exige um posicionamento preciso dos animais. Uma boa
contencgdo evita movimentos inesperados durante a manipulagao'20:25,

Contengdo manual para ratos

A contengcdo manual consiste em apoiar a mao delicadamente sobre o dorso do
animal e envolvé-la abaixo dos membros anteriores. Se necessario, segurar 0s membros
posteriores'®?. Essa técnica pode ser realizada tanto dentro da gaiola como em cima da
grade (Figura 9).

Outro procedimento também consiste em apoiar a mao sobre o dorso do animal
puxando-lhe toda a pele (Figura 10).
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Figura 9. A) Contencéo de rato segurando-lhe o pescogo com os dedos indicador e médio; B) Contengéo
de rato envolvendo-lhe o dorso abaixo dos membros anteriores

Figura 10. Contengdo manual para ratos puxando-lhe toda a pele do dorso

Contengdo manual para camundongos

Para realizar a contencdo manual de camundongos, deve-se apoiar o animal em
uma grade e pegar-lhe a cauda pela base, puxando-a delicadamente para tras. Com isso, o
animal tende a avancar e segurar a grade com suas patas dianteiras. Entao, o operador deve
aproximar o dedo indicador e polegar da parte traseira. A dobra da pele do pescogo, muito
perto das orelhas, é apreendida com o polegar e o indicador, enquanto a pele solta restante
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é apreendida com os outros dedos'® 2. E importante prender bem a pele solta do pescoco,
para que o animal nao consiga virar e morder o operador. Ao girar a mao, o camundongo fica
com sua face ventral virada para cima, e sua cauda é entdo presa entre o dedo anular e a
ponta do dedo minimo.

A contencgdo nao deve ser muito apertada, pois pode dificultar a respiragéo do animal,
os olhos ficam saltados e a frequéncia cardiaca aumenta. Também nao pode ser muito
solta, pois podem ocorrer acidentes: por exemplo, o animal pode girar e morder ou arranhar
o operador. Deve-se atentar também para a aplicagédo incorreta de injegbes. Portanto, a
perfeita contencao reduz o estresse do animal (Figura 11).

Figura 11. Contengdo de camundongo puxando-lhe a pele do dorso
Dispositivos artificiais

Dispositivos artificiais estdo sendo continuamente desenvolvidos por empresas
especializadas. Os contensores possibilitam que o operador fique com as maos livres para a
execucdo dos procedimentos'®.

Alguns exemplos de contensores artificiais sdo demonstrados na Figura 12.

Figura 12. A) Contensor artificial para camundongo; B) Contensor artificial para rato
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Principais vias de administragado de substancias

O Quadro 4 apresenta o volume de administracédo de substancias para ratos e
camundongos.

Quadro 4. Volume para administragdo de substancias e dimens&do de agulhas de acordo com as
diferentes vias

Espécielvia Subcutanea Intramuscular Intraperitoneal Endovenosa
Rato
Volume (mL) 5-10 0,3 5-10 0,5

Agulha (mm) 13x250u25x%x5 20x550u25x6 | 25x60u20x55 | 25x5

Camundongo

Volume (mL) 2-3 0,03 2-3 0,2

Agulha (mm) | 43, 450u25x5 | 13x4,50u25x5 | 13x4,50u25%x5 | 13x4,50u25x5

Fonte: Adaptado de Canadian Council on Animal Care in Science®? e Flecknell?®.

Via oral

O método mais simples para a administragdo oral é dar a substancia misturada a
comida ou a agua potavel. A quantidade de alimento e agua que o animal ingere deve ser
conhecida, para calcular a substancia a ser misturada.

Gavagem

A agulha ponta-bola é usada para evitar danos ao es6fago. O animal € manualmente
contido, sendo aimobilizagdo da cabega essencial nesse procedimento. Aagulha é introduzida
lentamente na cavidade oral, através da boca e da faringe para o es6fago’”?. Nenhuma
resisténcia deve ser sentida, e deve-se assegurar que o tubo ndo penetre na traqueia (Figura
13). A substancia tem de ser administrada lentamente.

Os roedores comem e bebem muitas vezes ao dia. Por esse motivo, dificilmente estao
com o estdbmago vazio. Como a distensdo maxima do estdmago é no final do periodo escuro
e a quantidade minima, no final do periodo claro, pequenos volumes devem ser administrados

112



Secao de Experimentacao Capitulo 6

no inicio do periodo claro. O volume indicado é de 1 mL de solugdo para cada 100 g de peso
corporal. Se a solugéo for aquosa, esse volume pode subir para 2 mL para cada 100 g de
animal®’.

Figura 13. Gavagem em rato

Administracao subcutanea

A administragdo subcuténea é facil e raramente dolorosa. A velocidade de absorgéo
é inferior em comparagio as vias intraperitoneais e intramusculares. Essa administragdo é
geralmente realizada na pele solta das areas dorsolaterais do pescogo, do ombro e dos
flancos.

Nesse procedimento, o animal é contido manualmente e, entdo, apoiado sobre uma
toalha ou superficie limpa, a agulha € inserida sob a pele solta, apreendida com o polegar e
o indicado, e, em seguida, injeta-se a substancia'®?%? (Figura 14).

Figura 14. A) Inoculacéo subcutanea na regido da pele do pescogo; B) Inoculagdo subcutanea na regido
do flanco
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Administragao intramuscular

Essa via é usada para pequenos volumes, pois 0 musculo dos ratos e camundongos
é de pequeno porte. A substancia € injetada no musculo da por¢cao posterior das patas
traseiras, devendo ser direcionada para longe do fémur e nervo ciatico. Quando o animal
esta anestesiado ou manualmente contido, a ponta da agulha € inserida através da pele e no
musculo. Aspirar brevemente com a seringa antes de injetar a substancia, para certificar-se
de que nao retorne sangue, caso a agulha penetre um vaso'®?2¢(Figura 15).

Figura 15. A) Inoculagéo intramuscular no camundongo; B) Inoculacéo intramuscular no rato.

Administragcao endovenosa

Administra-se a substancia diretamente na corrente sanguinea do animal. A vantagem
dessa via sobre as outras e que podem ser administradas solugbes com pH alto ou baixo,
e sdo absorvidas mais rapidamente. A administracdo geralmente é lenta, evitando-se que
a solugdo extravaze para fora da veia. Essa técnica, apesar de parecer simples, exige
conhecimento e habilidade do operador.

O procedimento consiste em preencher primeiramente a seringa ja com agulha,
podendo-se utilizar também um cateter com a solugao a ser injetada, evitando-se a formagéo
de bolhas de ar. A administragdo geralmente é realizada na veia lateral da cauda do animal, e
nao na veia dorsal da cauda, uma vez que esta ndo se configura como uma reta.

As veias laterais sao facilmente visualizadas, porém sao de pequeno didmetro. Se nao
for utilizada anestesia, deve-se utilizar um dispositivo artificial de contengdo. A cauda é entédo
aquecida com lampada ou toalha quente ou até mesmo imersa em agua morna (40 °C). Para
dilatar os vasos, limpar a cauda com alcool 70% em uma gaze ou cotonete.
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Inserir a agulha paralela a veia da cauda, penetrando de 2 mm a 4 mm para o limen,
mantendo o bisel da agulha com a face para cima. A solugao é entao injetada lentamente, e
nenhuma resisténcia deve ser sentida. No final da administragdo, manter o local pressionado
por uma gaze ou cotonete, para evitar o refluxo da solugao ou sangue'®%2 (Figura 16).

Figura 16. A) Inoculagao endovenosa na cauda do camundongo; B) Inoculacdo endovenosa na cauda
do rato

Artéria

Veia

Lateral da cauda

Cauda

Administragao intraperitoneal

O animal deve ser contido pelo dorso, como descrito no item “Contengdo manual’.
Com a contengdo, o animal é posicionado com a sua face ventral voltada para cima.
Normalmente, a injecao € aplicada no quadrante posterior do abdome, do lado direito do
animal e do esquerdo do operador. A substancia € injetada na cavidade peritoneal entre os
6rgaos abdominais.

Algumas limitagdes da via intraperitoneal sdo a sensibilidade do tecido a substancias
irritantes e menos tolerancia a solugdes de pH néo fisioldgicos, contudo € uma via que suporta
grandes volumes'26:2¢ (Figura 17).
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Figura 17. A) O quadrante inferior esquerdo (3) € a melhor area para aplicar a injegao intraperitoneal; B)
Injecédo intraperitoneal em rato; C) Injecéo intraperitoneal em camundongo

Administragao intradérmica

Geralmente, essa via ndo é recomendada e deve ser restrita aos casos de absoluta
necessidade.

O animal deve ser anestesiado e, posteriormente, realiza-se a tricotomia do local da
administragdo, que pode ser uma pequena area sobre as costas, o abdome ventral ou as
patas traseiras; estas devem ser limpas com alcool 70% em gaze ou haste de algod&o®.

A pele do animal é esticada com o dedo polegar ou indicador, e a agulha inserida logo
abaixo da camada superficial da epiderme. A aplicagao da inje¢cdo pode ser constatada pela
formagao de uma bolha na pele do animal. O volume a ser administrado é de 0,05 mL por
local de administragao’®2¢28 (Figura 18).
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Figura 18. Injecédo intradérmica no camundongo (Disponivel em: http://www.theodora.com/rodent_
laboratory/injections.html)

Administracao intracerebral

O animal é anestesiado e, em seguida, contido manualmente sobre uma superficie
sélida. O local da administragao é a metade da distancia entre o olho e a orelha do animal. A
agulha perfura diretamente o cranio do animal. O volume a ser administrado é de até 0,03 mL
por local de administragao'®26.2¢,

Administragao intranasal

O animal deve ser levemente anestesiado e manualmente contido, permanecendo com
a cabeca elevada. A ponta da pipeta é colocada nas narinas externas e, entdo, a solugéo é
passada lentamente para as narinas. O volume a ser administrado é de 0,02 mL por local de
administragéo'®2628 (Figura 19).

Figura 19. Administragéo intranasal em camundongo
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Coleta de sangue

Existem variadas técnicas de coleta de sangue, tanto para ratos como para
camundongos. Porém para a melhor escolha da técnica, deve-se ter conhecimento de alguns
parametros relacionados aos animais, como espécie, tamanho do animal, tipo de amostra
necessaria (soro, plasma, células inteiras), qualidade da amostra necessaria (esterilidade,
contaminagcédo de fluidos, tecidos), quantidade de sangue necessaria, frequéncia de
amostragem, estado de saude do animal, formagao e experiéncia do operador e efeito da
contencao ou anestesia sobre o parametro arterial medido?’.

A frequéncia e o volume aceitaveis de coleta de sangue dependem do volume total
de sangue circulante dos animais e da quantidade de globulos vermelhos (RBC). Como
representativo do volume de sangue total, calcula-se 10% do peso dos ratos € 6% a 8% do
peso dos camundongos,.

Do volume de sangue circulante, cerca de 10% do volume total pode ser removido com
seguranga a cada duas a quatro semanas; 7,5% desse volume pode ser removido a cada
sete dias; e 1% a cada 24 horas'"?°2%, como descrito na Tabela 1.

Para a coleta de volumes maiores que o recomendado, deve-se apresentar uma
justificativa e fazer a reposigdo de liquidos e substitutos celulares. E importante salientar
que o volume de sangue é recuperado em 24 horas, mas os eritrocitos retornam aos niveis
normais somente em duas semanas.

Tabela 1. Volume de sangue aproximado e intervalos entre coletas

Peso do animal (g) ::Ii?'lcuur:‘aen’?: (|s1:1|r-1)gue x/;aginal-)ﬂ h LO:/;ér:léLas semanas
20 1,10-1,40 0,011-0,014 0,11-0,14
25 1,37-1,75 0,014-0,018 0,14-0,18
30 1,65-2,10 0,017-0,021 0,17-0,21
35 1,93-2,45 0,019-0,025 0,19-0,25
40 2,20-2,80 0,022-0,028 0,22-0,28
125 6,88-8,75 0,069-0,088 0,69-0,88
150 8,25-10,50 0,082-0,105 0,82-1,0
200 11,00-14,00 0,11-0,14 1,1-1,4
250 13,75-17,50 0,14-0,18 1,4-1,8
300 16,50-21,00 0,17-0,21 1,7-2,1
350 19,25-24,50 0,19-0,25 1,9-2,5

Fonte: Adaptado de National Research Council?.
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Coleta de sangue nao terminal

Retro-orbital

Esse procedimento n&o é recomendavel, uma vez que se pode cegar o animal caso
o operador nao esteja bem treinado. Por isso, sua utilizagdo deve ser muito bem justificada.

O animal deve estar anestesiado e manualmente contido. Apoia-se o animal sobre uma
superficie lisa e penetra-se com uma pipeta Pasteur ou tubo capilar em um angulo de 45° no
canto do olho, sob o globo ocular. Gira-se levemente o capilar durante a entrada e espera-se
0 sangue escorrer por um tubo.

O procedimento é rapido, o volume de sangue coletado é de médio a grande e obtém-
se boa qualidade da amostra. Deve-se esperar o0 minimo de dez dias para que o tecido seja
reparado antes de repetir a coleta. Pode-se utilizar, além da anestesia geral, um anestésico
oftalmico de propacaina ou tetracaina''?” (Figura 20).

Figura 20. A) Anestésico oftalmico; B) Coleta de sangue via retro-orbitral (Disponivel em: http://www.
theodora.com/rodent_laboratory/blood_collection.html)

Mandibular (veia facial)

Essa via é limitada a camundongos adultos, e o volume de sangue obtido € de médio a
grande. A amostra apresenta-se como uma mistura de sangue venoso e arterial.

Para essa técnica, ndo é recomendado o uso de anestesia, para que nao haja o
relaxamento facial e a consequente mudanga de posi¢cao do plexo sanguineo.

Dependendo da necessidade do experimento, podem-se utilizar agulhas de varios
calibres para controlar a quantidade de sangue coletado, até mesmo uma lanceta n® 11.
Nesse procedimento, espeta-se a agulha ou a lanceta logo atras e abaixo da marca do
masseter, localizado na regido da bochecha do animal.
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Parafinalizaro procedimento, utiliza-se uma gaze estéril para estancar o sangramento 2
(Figura 21).

Figura 21. Coleta de sangue na veia facial do camundongo

Veia safena

Pode ser utilizado tanto para ratos como para camundongos, perfurando-se a veia
safena com uma agulha. O volume de sangue obtido é de pequeno a médio, e a qualidade
da amostra € variavel.

Deve haver uma contengéo efetiva do animal, ndo necessitando da utilizacdo de
anestésicos.

A veia safena é encontrada na superficie externa da coxa. Para melhor visualizagéo,
devem-se remover os pelos da regido da coxa do animal.

O camundongo pode ser contido em um tubo de 50 mL, cortando-se a ponta do tubo,
para que o animal respire. O camundongo € inserido nesse tubo com a cabega para dentro,
o que favorece o manuseio de suas patas traseiras.

Para visualizar a veia, prende-se a parte logo acima da coxa do animal como se fosse
um garrote; em seguida, pode-se aplicar um lubrificante para facilitar a coleta. Introduzir a
agulha e coletar as gotas de sangue que surgem'3° (Figura 22).

Figura 22. Localizagdo da veia safena lateral
(Disponivel  em: http://www.theodora.com/
rodent_laboratory/blood_collection.html)

Lateral
‘Saphenous vein

120



Secao de Experimentacao Capitulo 6

Veia da cauda

Essa coleta pode ser realizada tanto em ratos como em camundongos. A qualidade
da amostra € variavel, podendo estar contaminada com tecido ou pele, e € diminuida
proporcionalmente ao tempo prolongado do sangramento e da ordenha da cauda.

Podem ser utilizadas agulhas de pequeno calibre ou realizar a canulagéo das veias®'.

O primeiro passo é colocar o animal em um contensor ou anestesia-lo. Em seguida,
passa-se uma gaze com alcool 70%. A cauda deve ser aquecida, para que ocorra uma
vasodilatagdo. Esse aquecimento pode ser feito com uma lampada quente ou até mesmo
mergulhado-se a cauda em agua quente (em torno de 35 °C). Localiza-se uma das veias
laterais da cauda e, com o bisel virado para cima, quase paralelo a veia, introduz a agulha
cerca de 2 mm na veia (Figura 23).

Para pequenos volumes, pode-se proceder a amputagcado da cauda de cerca de 1 mm
em camundongos e de 2 mm em ratos. Para medir a glicemia, na qual é necessaria apenas
uma gota de sangue, pode-se dar um pique com uma agulha (de insulina ou 22G), como é
feito no dedo indicador de humanos'”°.

Figura 23. Coleta de sangue da veia caudal do rato

Veia jugular

Essa via é limitada a ratos, sendo o volume obtido de médio a grande com uma boa
qualidade da amostra.

O animal deve ser primeiramente anestesiado e contido de forma que permaneca com
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a cabeca para cima. O pelo do pescoco (local da pungao) pode ser retirado ou molhado com
alcool 70%.

Com o pescocgo distendido, localiza-se a veia jugular e retira-se 0 sangue com uma
seringa de 1 mL, inserindo a agulha de 1 mm a 3 mm de profundidade'®2°.

Coleta de sangue terminal com anestesia profunda

Puncao cardiaca

Esse procedimento pode ser realizado tanto em ratos como em camundongos. Obtém-
se uma boa quantidade de sangue, formada por uma mistura de sangue arterial e venoso
(Anexo 21).

Apods a anestesia profunda dos animais, verificada com o teste de sensibilidade a
estimulos dolorosos, coloca-se o animal em decubito dorsal e passa-se uma gaze embebida
em alcool 70% por toda a extensao do seu tronco. Desliza-se o dedo polegar sobre o tronco
do animal, até ndo ser mais possivel sentir a cartilagem xifoide. Em seguida, introduz-se a
agulha em um angulo de 45° com uma leve inclinagao para a esquerda.

Quando uma mancha de sangue aparecer, puxa-se o émbolo devagar; o sangue fluira
sozinho, ndo sendo necessario puxa-lo com forga?2%' (Figura 24).

Figura 24. A) Puncao cardiaca em rato; B) Localizagdo do coragédo no rato (Disponivel em: http://www.
theodora.com/rodent_laboratory/blood_collection.html)
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Aorta abdominal

Apds a anestesia profunda, coloca-se o animal em decubito dorsal, prendendo suas
patas com agulhas, como nos procedimentos cirurgicos. Descontamina-se toda a extensao
do torax e do abdome do animal com alcool 70%. Em seguida, procede-se a abertura da
pele e, depois, do peritdnio, prendendo-o com agulhas. Os 6rgédos da regido do abdome sao
afastados para o lado, para ser possivel localizar a veia. Coloca-se a agulha com delicadeza
na veia, para ndo estourar, puxando-a devagar'®? (Figura 25).

Figura 25. Puncao da aorta abdominal de rato

Venossecgao (via axilar)

Coleta-se o sangue dos vasos axilares, colocando-se o animal anestesiado em uma
superficie lisa. Depois, estendem-se os seus membros, fixando-os com uma agulha.

Faz-se uma incisao profunda na axila do animal, na parte lateral do térax, segurando a
pele na parte posterior da incisdo com uma pinga, para criar uma concha na regiao. O sangue
é coletado com o auxilio de pipetas'®%.
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COELHOS

O Biotério dispde de uma sala para a manutencdo de coelhos convencionais
controlados (com microbiota indefinida) e uma sala para procedimentos de inoculagéo e
coleta de sangue. Os coelhos sédo adquiridos de granjas ou de outros biotérios de produgéo
pelos pesquisadores (Anexo 19).

Os animais sao utilizados para a produgéo de anticorpos policlonais?!?*, Nesse caso, a
idade ideal do animal é de aproximadamente trés meses, e o pesquisador deve entregar ao
responsavel da segéo o protocolo de experimentagao (Anexo 23) previamente preenchido, o
comprovante da origem do animal e o nimero de aprovagéo na Ceua.

Os procedimentos utilizados em coelhos no Biotério sdo inoculagao e coleta de sangue.

Inoculagao

A via de inoculagao utilizada é a subcutanea, e o antigeno a ser inoculado deve ser
purificado, estar livre de toxicidade?', ter pH fisioldgico, estar estéril e estar na concentragao
adequada (Figura 26).

Figura 26. A) Contencao manual para transporte de coelho (Fonte: http://www6.miami.edu/acuc/rabbit8.
jpg); B e C) Técnicas de contengao para procedimentos de coleta ou inoculagéo endovenosa (Disponivel
em:: http://www.ahwla.org.uk/site/tutorials/BVA/BVA08-Rabbit/Rabbit.ntml e http://ehs.uc.edu/lams/

data/Rabbits/9004/images/Ig/04_27.jpg)
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Coleta de sangue

A via de escolha s&o os vasos auriculares, e a quantidade de sangue coletada para
0 pré-imune e a posterior checagem da quantidade de anticorpos € de 3 mL a 5 mL. Para a
coleta de sangue final, s&o retirados de 15 mL a 30 mL, também pela via auricular (Figura 27).

No final do experimento, os animais sdo eutanasiados por método quimico de overdose
por anestésicos injetaveis (Anexo 6).

Figura 27.Coleta de sangue da veia marginal da orelha (Disponivel em: http://www.nc3rs.org.uk/
bloodsamplingmicrosite/page.asp?id=348)

ANESTESIA E ANALGESIA DE ANIMAIS DE LABORATORIO

A preocupagdo com o bem-estar dos animais utilizados na pesquisa cientifica tem
aumentado significativamente, tanto com o intuito de diminuir a dor e o sofrimento animal
como também para melhorar a qualidade dos resultados experimentais. Na condugéo de
experimentos que envolvem animais, muitas vezes ha algum tipo de desconforto, que deve
ser minimizado ao maximo. A utilizagdo de protocolos eficientes de anestesia e analgesia
garante o refinamento dos projetos de pesquisa diminuindo a angustia, a dor e o sofrimento
animal.

Existe uma gama de agentes anestésicos e analgésicos disponiveis para uso em
animais de laboratério, contudo consideragdes criteriosas devem ser feitas para a escolha do
melhor agente, visto que a selegéo de determinado agente anestésico ou técnica anestésica
dependera de varios fatores, alguns deles relacionados diretamente as interagdes potenciais
com o protocolo de pesquisa e a sua capacidade de produzir a adequada profundidade
anestésica. Também devem ser levados em consideragao alguns fatores praticos, como a
experiéncia do pessoal envolvido e a disponibilidade dos equipamentos necessarios.
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Independentemente do método escolhido, deve-se ter em mente que os dois objetivos
principais da anestesia séo evitar a dor e proporcionar contengao humanitaria 4. Portanto, o
agente anestésico escolhido deve ser aquele que cause o minimo de sofrimento e desconforto
para o animal.

A selegdo de um método de anestesia que apresente menor probabilidade de interferir
em determinado protocolo de pesquisa talvez seja uma das tarefas mais dificeis. O pesquisador
deve ter conhecimento dos efeitos fisioldgicos que tais anestésicos proporcionam, para tentar
minimizar interacdes entre a técnica anestésica e o protocolo de pesquisa. E importante ter
em mente que nenhum agente anestésico € ao mesmo tempo totalmente efetivo e seguro.

A simples adogado de um método de anestesia, descrito nas publicagdes que tratam
com o mesmo modelo animal de interesse, ndo garante o sucesso da técnica. A proposta
€ que seja realizada primeiramente uma avaliagdo do anestésico escolhido e, depois, da
interacdo do anestésico com o modelo animal e com o protocolo de pesquisa. Muitas vezes
o projeto-piloto facilita a padronizagédo da técnica anestésica.

Ha uma relutancia em refinar metodologias anestésicas, porque se acredita que os
anestésicos usados na nova técnica poderao afetar o modelo animal escolhido e o periodo do
pos-cirargico. Em alguns casos, essa crenga é veridica e tem base cientifica, porém devem
ser ponderados os efeitos da anestesia em comparagao com os efeitos do estresse cirurgico.

As preocupagdes sdo semelhantes quanto a utilizagdo de analgésicos no pos-cirargico
e, mais uma vez, os efeitos colaterais dos analgésicos devem ser considerados em conjunto
com os efeitos do estresse e da dor no periodo pds-cirurgico.

Para a escolha da melhor técnica anestésica, alguns questionamentos relevantes
devem ser realizados (Quadro 5).

Quadro 5. Questionamentos para a selegéo de técnicas anestésicas em animais de laboratério

v Qual é a duragéo e a profundidade da anestesia desejada?

v Qual é o grau de analgesia produzido?

v A qualidade da anestesia é satisfatéria?

v Ha interagdes especificas com o protocolo experimental?

v Existem requisitos legais e/ou regulamento para controle de narcéticos?
v E uma técnica de facil realizagdo?

v E confiavel e reprodutivel?

v/ E reversivel?

v O operador esta familiarizado com a técnica?

v Qual é o custo do procedimento?

v Todos os agentes quimicos relacionados com a técnica estao disponiveis?

Fonte: Adaptado de Flecknell®.
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Terminologia basica?®3748

AINES (Anti-inflamatorios Nao Esteroidais): categoria de analgésicos.

Analgesia: caracterizada como o estado de diminuigéo ou eliminagdo temporaria da
sensacgao de dor.

Anestesia: caracterizada como o estado reversivel e temporario de reducdo ou
eliminacao de respostas motoras e sensoriais.

Anestesia dissociativa: tipo de anestesia em que ocorre a dissociagdo do cortex
cerebral pelo anestésico, ocorrendo analgesia, porém sem a perda dos reflexos protetores.

Anestesia geral: é o estado anestésico reversivel obtido com agentes inalatérios e/ou
injetaveis, que satisfaz as seguintes condigbes: perda da consciéncia (narcose); abolicéo da
dor (analgesia); relaxamento muscular.

Anestesia local: procedimento anestésico de uma regido do corpo.

Andxia: auséncia de oxigénio no organismo, principalmente no cérebro.

Anticolinérgico: que inibe a produgéo de acetilcolina (neurotransmissor).

Bradicardia: diminuicdo da frequéncia cardiaca.

Bradipneia: diminui¢cdo da frequéncia respiratéria.

Dor: resposta sensorial provocada pela geragdo de um estimulo desagradavel.

Hipertermia: aumento da temperatura corporal.

Hipotermia: diminuigdo da temperatura corporal.

Hipoxia: baixo teor de oxigénio no organismo.

IM: via intramuscular de administragao de substancias.

IP: via intraperitoneal de administracéo de substancias.

IV: via intravenosa de administragao de substancias.

MPA: medicagao pré-anestésica.

Opioides: categoria de analgésicos.

Parassimpatolitico: que inibe a agdo do sistema parassimpatico.

SC: via subcutanea de administragdo de substancias.

Sedacgéo: estado em que o animal esta acordado e calmo, havendo uma leve depressao
do Sistema Nervoso Central.

Taquicardia: aumento da frequéncia cardiaca.
Taquipneia: aumento da frequéncia respiratoria.

VO: Via oral de administragdo de substancias.
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Planejamento e cuidados

Em todas as situagbes em que seja necessario anestesiar um animal, € muito
importante que o pesquisador planeje e efetivamente coloque em pratica os cuidados
adequados antes, durante e depois de cada procedimento. O uso de agentes anestésicos
altera significativamente a fisiologia do animal e, sem os cuidados necessarios € o devido
planejamento, o resultado pode ser desastroso.

O grau das alteragdes causadas varia, porém todo agente anestésico gera hipotermia”
e diminuicdo das atividades cardiovascular (bradicardia) e respiratéria (bradipneia). Apos
o procedimento, essas alteracbes persistem até a recuperagdao do animal, e por isso é
necessario o cuidado com o animal imediatamente apds o procedimento e, em alguns casos,
por mais alguns dias depois. O tempo de recuperagcdo do animal varia conforme o agente
utilizado.

Pré-procedimento

Antes de iniciar um procedimento em que haja necessidade do uso de agentes
anestésicos ou sedativos, os pesquisadores devem avaliar alguns fatores:

v Fatores relacionados ao animal — idade; sexo; espécie; temperamento; linhagem;
status sanitario;

v Fatores relacionados ao procedimento — devem-se considerar: a técnica selecionada
e a duragéo do procedimento; o grau de dor/desconforto que o procedimento possa
causar no animal; o treinamento das pessoas envolvidas;

v/ Fatores relacionados ao laboratério — considerar se o ambiente e os materiais
disponiveis séo adequados para a realizagdo do procedimento;

v Fatores relacionados ao periodo pos-procedimento — os anestésicos podem causar
efeitos indesejaveis no animal. Nos casos em que o procedimento ndo € terminal, ou
seja, o animal deve recuperar-se da anestesia, € importante conhecer quais seréo
os efeitos esperados da administracdo do anestésico escolhido.

Dependendo do caso, é necessaria a administracdo, antes do inicio do procedimento,
de medicamentos como antibiéticos (quando ha a necessidade de minimizar o risco de
infecgdo no pos-operatorio) e analgésicos.

Deve-se lembrar que, antes de iniciar qualquer procedimento com os animais, reservar
pelo menos sete dias (preferencialmente quatorze dias) para a aclimatizagdo ao novo
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ambiente (Capitulo 3), mesmo que o animal tenha apenas mudado de uma se¢ao para outra
dentro do mesmo biotério.

Em roedores e coelhos, a restricdo alimentar ndo é necessaria®®, pois a anatomia do
estdmago dessas espécies impede que eles vomitem?. A restricdo alimentar deve ocorrer
somente se for realmente necessaria e estiver especificada no protocolo de pesquisa
aprovado na CEUA da instituicdo. No caso da oferta de agua, a restricdo deve ocorrer pelo
menos 60 minutos antes da indugdo anestésica?>%’.

Nos casos em que seja necessaria a restricdo de alimentos, deve-se considerar que
os roedores realizam a coprofagia (ingestéo de fezes). Mesmo adotando-se medidas para
evita-la durante o periodo de restricdo, como a utilizagdo de gaiolas metabdlicas, o animal é
capaz de retirar as fezes diretamente do anus* (Capitulo 3).

Se possivel, deve-se pesar o animal antes do procedimento anestésico, ndo apenas
para a garantia do calculo correto da dosagem dos agentes, mas também para acompanhar
a perda de peso que ocorre inevitavelmente no periodo pds-cirurgico. No caso de perda de
10% a 15% do peso corporal do animal em poucos dias, recomenda-se a eutanasia, indicada
também quando a perda total chegar a 20% do peso corporal.

Avaliar o status corporal € uma boa maneira de avaliar as condicbes de saude do
animal no pds-cirdrgico e em outras situagées experimentais na definicdo do endpoint. Para
realizar essa avaliagao, deve-se pegar o camundongo ou rato e coloca-lo em cima da tampa
da gaiola. Ao passar os dedos pelos ossos pélvicos (quadril), a condigdo corporal pode ser
entdo avaliada em uma escala de 1 a 5%+,

Descrigcao dos valores referentes a avaliagao:

5: O animal esta obeso, e 0s 0ssos ndo podem ser sentidos;
4: O animal esta acima das condi¢gdes normais, € 0s 0ss0s sao pouco sentidos;

3: O animal esta em d&timas condi¢cdes. Os ossos sdo palpaveis, mas nao estéao
proeminentes;

2: O animal esta ficando magro, e os ossos estdo proeminentes. Divide-se essa
categoria em +2, 2 e -2, sendo a eutanasia recomendada no ultimo caso (-2);

1: A perda de massa muscular esta avangada, ndo ha deposi¢do de gordura, e 0s
0sso0s estdo muito proeminentes. A eutandasia é obrigatoria nesse caso.
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Durante o procedimento

Durante o procedimento experimental, deve-se atentar para os seguintes cuidados:

v Manter a esterilidade do ambiente;

v Manejar os tecidos com cuidado, pois, dessa forma, a dor ap6s o procedimento
cirurgico é reduzida, assim como o risco de desenvolvimento de infec¢des;

v Repor a perda de fluidos (administrar o fluido aquecido, para prevenir uma queda
brusca na temperatura do animal — Tabela 2);

v Manter o animal aquecido (usando placas aquecedoras, bolsa térmica, lampada,
plastico-bolha etc.), pois, como tem o corpo pequeno, perde calor com mais
facilidade. Também se deve atentar para que o animal ndo fique com hipertermia’’;

v Levar em consideracdo as particularidades anatdbmicas e as indicacdes e
contraindicagdes de anestésicos de acordo com a espécie;

v Evitar o ressecamento dos olhos pelo contato excessivo com o ar, aplicando um
gel/pomada protetor estéril durante o periodo em que o animal estiver anestesiado.

Tabela 2. Volumes aproximados para a fluidoterapia em ratos e camundongos

Espécielvia Subcutanea (mL) Intraperitoneal (mL)
Rato (200 g) 5 5
Camundongo (30 g) 1-2 2

Fonte: Adaptado de Flecknell®.

Cuidados pés-procedimento

Ao término do procedimento, € necessaria uma monitoria para o adequado suporte

pos-operatoério dos animais:

v Manter os animais separadamente em recuperacao, em caixas com toalha de papel
estéril em vez de maravalha, pois esta pode aderir a ferida cirurgica ou ao narize a
boca do animal;

v As gaiolas devem ser expostas a pouca luz, evitando-se a manipulagao e o estresse
do animal;

v Procurar manter o animal aquecido, para, assim ajuda-lo em sua recuperacdo. Ratos
e camundongos sdo espécies bastante suscetiveis a hipotermia. A temperatura do
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ambiente deve variar de 27 °C a 30 °C para adultos e de 35 °C a 37° C para os
neonatos até o restabelecimento dos parametros normais?;

v Néo retornar os animais a sala antes de ter certeza de que todos se recuperaram da
anestesia;

v Monitorar os animais por aproximadamente uma semana para detectar sinais de
doengas e infecgdo. Entre os sinais de infeccéo estdo vermelhidao, inchago, presenca
de secrecao, dor e perda dos pontos com abertura da incisao*;

v Os animais devem ser monitorados pelo menos uma vez ao dia, para avaliar a
presenca de dor no pds-procedimento®;

v Considerar que, apos a cirurgia, o animal diminuira o consumo de agua e ragao. Isso
pode ser resolvido facilitando seu acesso a alimentacao e a hidratacdo, bem como
providenciando analgesia adequada.

Como a ingestéo de agua nesse periodo diminui, ocorre faciimente a desidratagao
do animal. A administragéo de fluido estéril e aquecido por via subcutdnea € um meio de
melhorar a recuperagao do animal. Pode ser utilizada solugao fisioldgica ou glicofisiologica
pelas vias oral, subcutanea ou intraperitoneal (Tabela 2)2°%.

Caso o animal demore a retornar da anestesia, € recomendado reaplicar a pomada
oftalmica, para evitar o ressecamento dos olhos.

Finalmente, deve-se sempre considerar o controle da dor por meio da administragéo
de analgésicos".

Medicacao pré-anestésica

Antes do procedimento anestésico, ha a possibilidade de administrar uma medicacao
pré-anestésica (MPA). Esse método consiste na aplicagdo de qualquer medicamento em um
periodo que antecede a anestesia com a finalidade de aumentar a seguranga e a qualidade
do ato anestésico. Isso se aplica a todas as espécies animais, porém sua utilizagao € mais
comum em espécies de maior porte?®. Esse procedimento proporciona analgesia e sedacgéo,
reduz o estresse antes da anestesia, propicia uma melhor indugdo anestésica, minimiza
eventuais efeitos indesejaveis durante o procedimento, como aumento de salivagéo e
secregdes brénquicas, potencializa o efeito do agente, diminuindo a dose anestésica, e
permite uma recuperacao melhor e mais rapida do animal'”23.3743.44,

No caso de procedimentos menos invasivos, a anestesia geral ndo é necessaria, sendo
possivel utilizar apenas sedativos ou tranquilizantes®’.
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Os grupos farmacoldgicos mais comumente utilizados como MPA s&o os seguintes:

v Farmacos anticolinérgicos (exemplo: atropina) podem promover um aumento discreto
dos batimentos cardiacos (taquicardia). Sua utilizagdo visa reduzir a salivagédo e a
secregao bronquial'#4,

v Farmacos hipnoanalgésicos (exemplos: morfina, tramadol) tém agédo analgésica
forte, pois causam depressao do sistema nervoso central, elevando o limiar da dor.

v Farmacos hipnéticos (exemplos: etomidato e hidrato de cloral) tém agéo analgésica
muito pequena. Apenas promovem um estado de sono no animal.

v Farmacos tranquilizantes (exemplos: acepromazina, diazepan) ndo produzem
estado de sedagao, porém acalmam o animal, pois levam a perda ou a reducao
da consciéncia'. A analgesia que proporcionam é discreta*, ndo permitindo
intervengdes muito invasivas. Os tranquilizantes sdo divididos nos grupos das
fenotiazinas (exemplo: acepromazina), butirofenonas (exemplo: droperidol) e
benzodiazepinicos (exemplo: diazepan).

v Farmacos alfa-2-agonistas (exemplo: xilazina). A xilazina é utilizada em animais
de laboratdrio principalmente associada ao agente anestésico cetamina. Pode ser
administrada pelas vias subcutanea, intraperitoneal, intramuscular ou endovenosa.
De acao sedativa, promove o relaxamento muscular e a analgesia visceral. Tem
como efeitos adversos a depressao respiratéria e cardiovascular®.

Os Quadros 6 e 7 mostram alguns exemplos de agentes e as respectivas dosagens e

efeitos esperados.

Quadro 6. Agentes pré-anestésicos em ratos

Droga

Dosagem

Observagodes

Acepromazina

2,5 mg/kg IM/IP

Sedacgao

Atropina 0,05 mg/kg IP/SC Parassimpatolitico
Diazepan 2,5-5,0 mg/kg IM/IP Sedacgao
Cetamina 50-100 mg/kg IM/IP Sedacao/imobilizagéo

Medetomidine

0,03-0,1 mg/kg IP/SC.

Sedacgao/analgesia leve

Midazolan

5 mg/kg IP

Sedacéo

Xilazina

1-5 mg/kg IM/IP.

Sedacao/analgesia leve

Fonte: Adaptado de Sharp*'. Legenda: IM — intramuscular, IP — intraperitoneal, SC — subcutanea.
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Quadro 7. Agentes pré-anestésicos em camundongos

Droga Dosagem Observagoes
Acepromazina 2,5 mg/kg IP/SC Sedacéo leve
Atropina 0,04 mg/kg SC Anticolinérgico
Diazepan 5,0 mg/kg IM/IP Sedacéo leve
Cetamina 100-200 mg/kg IM Sedacao profunda /analgesia leve a moderada
Medetomidine 30-100 p g/kg IP/SC Sedacgdo e analgesia leve a moderada
Midazolan 5 mg/kg IP/IM Sedacéao leve a moderada
Xilazina 5-10 mg/kg IP Sedacao leve/analgesia leve a moderada

Fonte: Adaptado de Flecknell®. Legenda: IM — intramuscular; IP — intraperitoneal; SC — subcutanea.

Anestesia

O objetivo da utilizagao de anestésicos nos ratos e camundongos de laboratorio é
garantir uma conteng¢ao quimica humanitaria e prevenir a dor, obtendo adequado relaxamento
muscular e analgesia para a realizagdo dos diferentes procedimentos experimentais
conduzidos no Biotério*. Assim, a anestesia deve ser realizada, em animais de laboratério,
sempre que o procedimento lhes cause dor ou desconforto. Para minimizar a dor e o
desconforto, devem ser utilizadas drogas anestésicas, analgésicas, tranquilizantes e, ainda,
a eutanasia.

O plano anestésico a ser induzido depende do procedimento e da necessidade de
supressao da dor percebida pelo animal. Assim, em procedimentos menos invasivos, que
incluem a administracdo de fluidos, imunizagdo, medicacdo oral, é suficiente apenas a
contencéao do animal, realizada por pessoa treinada e experiente, ou, se necessario, anestesia
local. J& no caso de um procedimento mais invasivo (cirurgias, agentes que envolvem
inflamagéo excessiva e necrose, bem como coleta de sangue via pungao cardiaca, retro-
orbitral e aorta abdominal), &€ necessario suprimir completamente a percepg¢ao dos estimulos
dolorosos utilizando-se agentes analgésicos?® e anestésicos.

Para a obtengéo dos diversos planos de anestesia, ha diferentes técnicas, utilizando-se
um ou mais agentes anestésicos?*44. No Biotério da FCF-IQ/USP, as técnicas mais utilizadas
sdo a anestesia injetavel dissociativa com cetamina associada com xilazina e a anestesia
inalatéria com isoflurano. Entre elas, a inalatéria € considerada a técnica mais segura, por ter
maior margem de segurancga e proporcionar um plano cirdrgico de anestesia mais estavel®.
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Para verificar a profundidade da anestesia, o pesquisador deve avaliar a presencga
ou a auséncia de determinados sinais, como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e
as alteragbes das frequéncias cardiaca e respiratoria, que sofrem modificagdes de acordo
com os planos anestésicos atingidos (profundidade da anestesia)'’. A respiragao do animal
deve ser profunda e regular. Se houver reflexo presente, ou seja, se o animal responder a
estimulos, a anestesia ndo esta no plano anestésico adequado para a intervengao cirurgica.

A anestesia geral injetavel € um procedimento mais delicado, pois causa importantes
variagdes fisioldgicas no animal, tornando a indugéo e a recuperagao anestésicas lentas e
com longos periodos de efeitos residuais das drogas no organismo do animal®®.

Anestesia injetavel

No caso de ratos e camundongos, a via mais utilizada para anestesia injetavel é a
intraperitoneal, pois a via endovenosa é de dificil acesso nessas espécies em razao do
tamanho. Com a utilizagdo dessa via, contudo, ndo é possivel administrar o anestésico
gradualmente como no acesso endovenoso. Portanto, ao utilizar essa via, administra-se uma
dose Unica mais alta*4, calculada previamente. Como as variagdes entre as linhagens e até
mesmo entre os géneros resultam em respostas diferentes aos anestésicos, recomenda-
se optar por agentes ou pela combinacdo de agentes que apresentem maior margem de
seguranga®44,

Quando a anestesia a ser utilizada € injetavel, ha alguns fatores a serem considerados,
como o local de administragao, o método, o volume, se o composto é irritante e a necessidade
de diluicdo. A cetamina ou quetamina € um anestésico injetavel que induz a um estado de
anestesia dissociativa. Na anestesia dissociativa, ocorre a dissociagdo com o cortex cerebral,
na qual o animal fica em estado de analgesia e “desligamento” sem, contudo, perder os
reflexos protetores®.

Os efeitos esperados da administragdo de cetamina em ratos e camundongos envolvem:
imobilidade com aumento de tdbnus muscular; estabilidade de fungéo respiratéria; analgesia
variavel, porém ndo adequada para cirurgia em camundongos; estimulo de parametros
cardiovasculares; aumento do fluxo sanguineo cerebral; aumento da pressao intracraniana;
e aumento da pressao intraocular. O agente utilizado isoladamente ndo produz um efeito
anestésico adequado em ratos e camundongos'’.

Para relaxar a musculatura em razao do aumento do ténus muscular e aumentar a
duracdo da anestesia, pode-se utilizar a cetamina associada com agentes sedativos, como
diazepan ou acepromazina. Nesse caso, a analgesia gerada € leve, nao sendo suficiente
para um procedimento cirurgico, mas adequada para procedimentos menos invasivos e
dolorosos?.
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Se houver a necessidade da obtencao de um plano anestésico moderado para realizar
procedimentos relativamente dolorosos, pode-se combinar a cetamina com um alfa-2-agonista
como a xilazina. Esses medicamentos promovem melhor analgesia e relaxamento muscular,
porém causam severa hipotermia e depressao cardiovascular e respiratéria. Tais efeitos
podem ser revertidos com a utilizacdo de agentes antagonistas, porém, com a aplicacéo
destes, perdem-se também a analgesia e o relaxamento muscular obtidos.

A utilizagdo de agentes antagonistas ocorre quando o animal aparenta ter alguma
reacdo adversa ao agente, se recebeu uma dose muito grande de anestésico ou quando o
procedimento ja foi concluido'. Na anestesia injetavel, € comum utilizar a combinagéo de
mais de um agente.

A Tabela 3 apresenta uma sugestdo de protocolo para a realizagdo de anestesia
dissociativa em ratos e camundongos. As drogas deverdo ser administradas na mesma
seringa. No Quadro 8, encontra-se uma sugestéo de protocolo de diluigao para o preparo de
anestesia a ser administrada em um namero maior de animais.

Quadro 8. Diluicao de cetamina e xilazina para anestesia injetavel

Rato

v/ A quantidade calculada abaixo é suficiente para um peso corporal de 1.000 g, ou seja,
aproximadamente 4 a 5 ratos adultos

v 75 mg/kg cetamina + 10 mg/kg xilazina IP
v 0,75 mL (75 mg) cetamina + 0,5 mL (10 mg) xilazina + 0,75 mL agua para inje¢éo

v Obtém-se 4-5 doses de 0,2 mL/100 g

Camundongo

v A quantidade calculada abaixo € suficiente para um peso corporal de 500 g, ou seja,
aproximadamente 15 a 20 camundongos adultos

v 100 mg/kg cetamina + 10 mg/kg xilazina IP
v 0,5 mL (75 mg) cetamina + 0,25 mL (5 mg) xilazina + 4,25 mL agua para injegéo

v Obtém-se aproximadamente 17 doses de 0,1 mL/10 g

IP — intraperitoneal

Fonte: Adaptado de Flecknell®.
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Tabela 3. Protocolo anestésico de cetamina e xilazina em ratos e camundongos

Espécie Cetamina Xilazina Duracao da anestesia | Efeito
Rato 75-100 mg/kg IP 10 mg/kg IP 20-30 min Anestesia cirurgica
Camundongo | 80-100 mg/kg IP 10 mg/kg IP 20-30 min Anestesia cirurgica

Fonte: Adaptado de Flecknell®. IP — intraperitoneal.

Anestesia inalatoria

Autilizagido da anestesia inalatéria depende de equipamentos especificos e treinamento
técnico, porém é o método mais adequado para realizar procedimentos cirirgicos, inclusive
procedimentos de longa duragdo em ratos e camundongos (Anexo 20). No Biotério, os
pesquisadores dispdem de um aparelho de anestesia inalatéria, instalado préximo a uma fonte
de géas oxigénio e utilizado dentro de uma capela de exaustao de ar, para maior seguranca
do operador (Figura 28).

Figura 28. Aparelho de anestesia inalatoria
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Durante a administracdo da anestesia inalatéria, deve-se observar o status de saude
do animal, principalmente se este nao aparenta ter alguma doenca no trato respiratorio, o que

pode interferir na administragao do agente®.

Ainducgao do animal para a anestesia inalatdria é realizada colocando-o dentro de uma
camara de indugdo. Essa camara recebe o agente anestésico inalatério na concentragao
adequada com gas oxigénio através do aparelho de anestesia inalatéria (Tabela 4). Assim
que o animal estiver anestesiado, é removido da camara e a anestesia € mantida utilizando-
se uma mascara facial proporcional ao seu tamanho e adequada a espécie que esta sendo
utilizada. E importante administrar ao animal o agente analgésico escolhido antes da
realizagdo do procedimento, pois o retorno do animal da anestesia é quase imediato quando
a mascara é retirada. Para grandes cirurgias é possivel ainda combinar a anestesia injetavel

com a inalatoria.

No Biotério, o agente anestésico inalatério comumente utilizado € o isoflurano. Entre
as vantagens e desvantagens da utilizagdo desse agente, € possivel citar as seguintes?®42;

Vantagens: rapida indugao e recuperagado da anestesia; apresenta menores efeitos
sobre os parametros cardiovasculares quando comparados com os do halotano, outro agente
anestésico inalatério; bom relaxamento muscular.

Desvantagens: alto custo; por ser um gas, ha a necessidade de utilizagcdo dentro de
uma capela, para a segurancga do operador; aumento de secreg¢des nas vias aéreas; necessita
de monitoria mais delicada, pois pode alterar o plano anestésico rapidamente, ocorrendo
overdose.

No final de uma anestesia prolongada, recomenda-se administrar ao animal oxigénio
puro por aproximadamente 5 a 10 minutos, para evitar hipoxia*.

Tabela 4. Concentragao do isoflurano para anestesia inalatéria de camundongos e ratos

Anestésico Fase da anestesia
Inducéo 3-4%
Isoflurano
Manutengao 1-2%

Fonte: University of South Florida®'.

Dor

Acreditava-se no passado que os animais nao eram capazes de sentir dor. Hoje, sabe-
se que eles sentem dor, porém é dificil reconhecer essa dor e saber o grau de dor que o animal
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esta sentindo. Essa dificuldade é baseada no fato de que os animais ndo tém a capacidade
de nos falar o que sentem e que, por meio de um mecanismo instintivo de sobrevivéncia,
escondem a dor para ndo serem presas vulneraveis®.

Exceto em estudos justificados sobre a pesquisa da dor, nos demais procedimentos
e estudos a dor devera sempre ser minimizada®. Deve-se identificar sua causa e elimina-
la/alivia-la com o uso de analgésicos. A melhora do manejo e alojamento e a observagao
constante do animal para reavaliagdo da dor complementam o manejo da dor, em conjunto
com o uso de analgésicos.

Em ratos e camundongos, os sinais indicativos de dor envolvem alteragdes no
comportamento normal da espécie, tais como postura arqueada, vocalizagdo ao ser
manuseado, piloerecéo e perda de peso. O Quadro 9 mostra os sinais indicativos de dor em
ratos, camundongos e coelhos.

Quadro 9. Sinais potenciais associados a dor ou desconforto em ratos, camundongos e coelhos

Sinais Camundongos Ratos Coelhos

Diminuigdo no consumo de agua e alimento X X X

Perda de peso

Isolamento social

Automutilagdo, mordedura de membros

Respiragao acelerada

Respiragdo com a boca aberta

XXX | X|X|X

Respiragdao abdominal

Ranger de dentes

Mordidas/agressao

x

Aumento/diminuigdo de movimentos

x

Aparéncia da pelagem (erigada, emaranhada, opaca)

XIX XX | X|X|[X|X|X]|X|X

Postura anormal X

Sono agitado

X

Lacrimejamento/porfirina, falta do reflexo de pisca

Pupilas dilatadas

Rigidez muscular/falta de tdnus muscular

Desidratagao/olhos fundos

Espasmos/tremores

Vocalizagao (raro)

X | X | X[ X]|X
X | X | X[ X|X

Vermelhiddo ou inchago ao redor da ferida cirargica

XIXIX|IX|X[X[X[|[X[X[|X[X|X[X|X[X|X|X|X|X]|X

Aumento da salivagao

Fonte: Adaptado de National Institute of Health®.
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Estresse

O estresse foi definido como o efeito de fatores fisicos, fisiolégicos ou emocionais
que induzem a uma alteragdo na homeostase do animal®?38, A homeostase é o equilibrio
fisiolégico normal do corpo*’. O estresse e suas consequéncias podem ser divididos em trés
tipos®2:

v/ eustresse é o estresse “bom”, benéfico para o animal. Ocorre quando o animal
sofre um estimulo ndo doloroso e a partir dai tem inicio uma resposta adaptativa a
esse estimulo;

v/ estresse neutro é aquele em que ocorre um estimulo causador de estresse que

nao é nem prejudicial nem benéfico para o animal ;
v distresse ocorre quando o animal sofre um estimulo que prejudica seu bem-estar.

Para a avaliagdo do estresse, devem-se utilizar de preferéncia métodos nao invasivos.
Os parametros utilizados na avaliacdo do estresse incluem alteragbes comportamentais,
sintomas clinicos, aspectos fisiolégicos, indicadores bioquimicos, achados patoldgicos e

indicadores imunolégicos.

Vale destacar que, ao se avaliar o estresse, € preferivel utilizar sempre mais de um

desses parametros®,

Analgesia

Para garantir o bem-estar animal apés a realizagdo do procedimento cirurgico,
0 pesquisador deve avaliar em seu protocolo a possibilidade de utilizagdo de um agente
analgésico. O uso de analgésicos sempre deve ser considerado quando sao realizados
procedimentos cirurgicos invasivos, para aliviar a dor pds-operatéria imediata e em longo

prazo'.

Para realizar adequado manejo da dor e estresse do animal, é preciso conhecer o
comportamento normal (Capitulo 3) da espécie e o comportamento relacionado a dor®. O
reconhecimento da dor em animais é dificil; por isso, na duvida, deve-se considerar que, se
o procedimento é passivel de causar dor no humano, também é passivel de causar dor no

animal'®. Dessa forma, é preciso pensar em maneiras para o alivio potencial da dor®.

No ambito da pesquisa, € vantajoso promover o alivio da dor, pois o animal com dor
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sofre alteragdes patofisioldgicas que podem influenciar os resultados dos experimentos. Além

disso, ao promover o alivio da dor trabalha-se de acordo com a legislagdo e com principios

éticos e humanitarios®®2.

H& muitos agentes analgésicos disponiveis para realizar o devido cuidado pds-
operatério com o animal, considerando-se que existem procedimentos experimentais mais
invasivos que outros, causando diferentes graus de dor no animal. O Quadro 10 classifica a

dor pés-procedimento como leve, moderada ou severa, de acordo com o tipo de procedimento

realizado. J& o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)

classifica os experimentos em grau de invasividade 1 a 4 (Resolugao Normativa n° 4).

Quadro 10. Potencial de dor no pds-procedimento

Minima a leve

Leve a moderada

Moderada a severa

Implantagédo de cateter

Laparotomia (pequenas
incisoes)

Laparotomia (maiores incisdes) e
incisdes de o6rgéos

Corte da cauda

Tireoidectomia

Toracotomia

Marcagao na orelha

Orquidectomia

Transplante de 6rgaos

Colocacgao de transponder
subcutaneo

Cesariana

Procedimentos vertebrais

Implantagao de tumor superficial

Hipofisectomia

Procedimentos de queimadura

Venotomia de seio orbital

Timectomia

Modelos de trauma

Transferéncia de embrides em
roedores

Transferéncia de embrides
em nao roedores

Procedimentos ortopédicos

Multiplas injecbes

Coleta de medula 6ssea

Procedimento ocular ndo corneal

Procedimento ocular na
cérnea

Implante de eletrodos
intracerebrais

Vasectomia

Implantagéo de via de acesso
vascular

Craniotomia (dor periosteal)

Linfadenectomia superficial

Fonte: Adaptado de National Institute Health®®
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Uma das desvantagens de alguns agentes analgésicos € que necessitam ser
administrados de forma injetavel ou por gavagem, o que envolve excessiva manipulagédo
do animal. Outra desvantagem é que muitos agentes, para manterem o efeito analgésico
esperado, devem ser administrados com frequéncia em periodos curtos. O ideal seria utilizar
um agente que possa ser administrado na agua, para evitar o maior estresse do animal
pela manipulagéo excessiva. Deve-se estar atento, contudo, que os animais no periodo pds-
cirargico estarao com a ingestao de agua reduzida, podendo o analgésico administrado na
agua nao atingir o efeito desejado. Ha também a possibilidade em adicionar ao protocolo de
medicagdo pré-anestésica um agente analgésico de longa duracao’.

Os Quadros 11 e 12 apresentam principios ativos e doses de medicamentos analgésicos
indicados para ratos e camundongos de laboratério, a serem administrados sempre que
houver a possibilidade de dor em razéo do procedimento experimental. E importante ressaltar
que nao basta apenas administrar um analgésico; € necessario reavaliar o quadro do animal
para confirmar se a dor foi controlada®,

Quadro 11. Agentes analgésicos recomendados para ratos

Categoria Agente Dosagem Duracao d a Indicagao
analgesia
Opioides | Buprenorfina 0,02-0,5 mg/kg SC/IV/IP 6-12 h Dor moderada a
severa
Opioides | Butorfanol 0,2-2 mg/kg SC/IP 2-4h Dor moderada a
severa
Opioides | Meperidina 10-20 mg/kg SC/IM 2-3h Dor moderada a
severa
Opioides | Morfina 2-5mglkg SC 24 h Dor moderada a
severa
Aspirina (acido 100 mg/kg VO 4-8 h Dor leve a moderada
AINES acetilsalicilico)
AINES Flunixin meglumine | 1,1-2,5 mg/kg SC/IM 12h Dor leve a moderada
AINES Carprofeno 1,5 mg/kg VO 12h Dor leve a moderada
AINES Ibuprofeno 10-30 mg/kg VO 4h Dor leve a moderada
AINES Acetaminofeno 1-2 mg/mL na agua Dor leve a moderada
(paracetamol)
AINES Cetoprofeno 5 mg/kg VO/IM 24 h Dor leve a moderada

Fonte: Adaptado de Ness®.
Legenda: IM — intramuscular; IP — intraperitoneal; SC — subcutanea; IV — intravenosa; VO — via oral.
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Quadro 12. Agentes analgésicos recomendados para camundongos

Duragcdo da

Categoria | Agente Dosagem analgesia Indicagao
Opioides | Buprenorfina 0,05-2,5 mg/kg SC/IP 6-12 h Dor moderada a
severa
Opioides | Butorfanol 0,2-2 mg/kg SC/IP 24 h Dor moderada a
severa
Opioides | Meperidina 10-20 mg/kg SC/IM 2-3h Dor moderada a
severa
Opioides | Morfina 2-5 mg/kg SC 2-4h Dor moderada a
severa
AINES Aspirina (acido | 45, 10 vo 4h Dor leve a
acetilsalicilico) moderada
AINES | Flunixin 0,3-2 mglkg VO/M/IV 12-24 h Dor leve a
Meglumine moderada
Dor leve a
AINES Carprofeno 5 mg/kg SC 24 h moderada
Dor leve a
AINES Ibuprofeno 7-15 mg/kg VO 4h moderada
AINES Acetaminofeno 1-2 mg/mL na &gua Dor leve a
(paracetamol) moderada

Fonte: Adaptado de Ness*.
Legenda: IM —intramuscular; IP — intraperitoneal; SC — subcutanea; IV — intravenosa; VO — via oral.

EUTANASIA

O termo eutanasia é derivado do grego (eu = bom, thanatos = morte) e significa “boa
morte”, ou seja, uma morte sem sofrimento. Uma “boa morte” € aquela em que o animal n&o
sente dor nem angustia%®4.

Na realizagao de experimentos cientificos com animais, a eutanasia faz-se necessaria
no final do experimento ou nas seguintes ocorréncias: ameaga ao bem-estar animal;
impossibilidade de utilizagdo de medicamentos para aliviar o distresse ou o sofrimento;
ou, ainda, quando o animal constituir ameaga a saude publica ou animal; ou for objeto de
ensino®5'. Na maioria das vezes, a coleta de material bioldgico dos animais para analise

ocorre antes ou apos a eutanasia®.

Como os pesquisadores sdo os responsaveis pela eutanasia do animal em
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experimentacdo, é seu dever assegurar que estes sejam tratados em todos os momentos
com o maximo de respeito, evitando que tenham uma morte dolorosa e que sejam tomados
por angustia em momentos anteriores a morte, antes da perda de consciéncia.

As técnicas de eutanasia devem resultar em rapida perda de consciéncia, seguida por
parada cardiaca ou respiratoria e pela perda definitiva da fungao cerebral®.

Além dos cuidados com o bem-estar do animal, devem-se levar em consideracao os
efeitos emocionais causados ao operador. As reagdes envolvem a dor pela perda de uma
vida, mal-estar, distresse e desconforto. Devem ser buscadas solu¢des para amenizar esse
problema, como rodizio de pessoal, treinamento dos pesquisadores e da equipe técnica
quanto aos métodos humanitarios de manejo e eutandasia e aos efeitos esperados do método
utilizado, bem como quanto ao motivo pelo qual esta sendo realizada a eutanasia. Se
necessario, deve-se fazer acompanhamento psicolégico dos envolvidos, pois a eutanasia
de um animal pode fazer a pessoa entrar em conflito com seus principios éticos e morais®.

Independentemente das circunstancias, o método de eutanasia sempre deve ser
selecionado com base em principios éticos e valores sociais e morais. Esse tema deve
ser sempre revisto e estudado, a fim de buscar as melhores técnicas e equipamentos para
realizar esse procedimento de forma eficiente e humanitaria (Quadro 13).

A regulamentagao dos procedimentos de eutanasia animal no Brasil se da por meio
da Resolugédo do CFMV ne 1.000, de 11 de maio de 20125'. Essa resolugdo determina como
obrigatdria a supervisdo por médico veterinario dos procedimentos de eutanasia em todas
as pesquisas que envolvam animais. Outra fonte sobre eutanasia é o AVMA Guidelines on
Euthanasia (Disponivel em: http://www.avma.org).

Quadro 13. Critérios para um método humanitario de eutanasia®5?

Auséncia de sinais de medo, dor ou distresse

Periodo de tempo minimo para que o animal fique inconsciente

O método deve ser confiavel e passivel de reprodugao

O método deve ser seguro para o pessoal envolvido

Deve causar o minimo de efeitos psicoldgicos e fisiolégicos ao animal

Deve ser compativel com as necessidades da pesquisa

Nao deve causar efeitos emocionais ao operador, ou causar o minimo de efeitos
Deve trazer o minimo de impacto sobre o meio ambiente

A manutengéo dos equipamentos utilizados deve ser facil e periédica

Deve ser realizado longe das salas de animais

AN N N NN N N Y NN

O operador deve ser experiente na correta contengdo e no manejo dos animais
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Mecanismos para causar a morte

Os métodos de eutanasia produzem a morte por meio de trés mecanismos®2:

1. hipoxia direta ou indireta;
2. depressao direta de neurdnios relacionados as fungdes vitais;

3. ruptura fisica da atividade cerebral.

Selecdo do método de eutanasia

Para que ocorra a morte humanitaria, sem dor e distresse, o animal devera perder a
consciéncia antes de ocorrer a perda da atividade motora (muscular) 2.

Antes de realizar a eutanasia, deve-se procurar diminuir o distresse, o medo, a
apreensdo e a ansiedade do animal. Sempre manipula-lo de forma gentil e calma e fora
de seu alojamento. O Quadro 14 apresenta critérios a serem considerados na escolha do
método de eutanasia.

Quadro 14. Critérios a serem considerados na escolha do método de eutanasia®>5

Espécie animal

Meios disponiveis para a contengéo do animal

v

v

v Habilidade da pessoa que vai realizar a eutanasia

v Numero de animais a serem submetidos a eutanasia
4

Tamanho dos animais a serem submetidos a eutanasia

Classificagdo dos métodos de eutanasia3?*5!

Recomendados: sdo aqueles que, quando utilizados isoladamente, produzem no

animal uma morte humanitaria (Quadro 15).

Aceitos sob restricdo: sdo métodos que trazem o risco de ndo produzir a morte
humanitaria, pois ou apresentam probabilidade de erros cometidos pelo operador ou séo
técnicas de risco ocupacional. Esses métodos incluem também aqueles pouco descritos na
literatura (Quadro 15).

Inaceitaveis: sdo os métodos que nao produzem a morte humanitaria sob nenhuma
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circu

nstancia. Entre eles estdo também os métodos que envolvem um grande risco

ocupacional para o operador (Quadro 16).

Métodos adjuvantes: produzem a morte humanitaria quando em combinagdo com

outras técnicas. Se utilizados isoladamente, sdo considerados inaceitaveis®.

Quadro 15. Recomendagéo de agentes e métodos de eutanasia por espécie

Espécie Métodos aceitos Métodos aceitos sob restricao
Barbituricos, anestésicos gerais injetaveis,
Coelh anestésicos inalatérios seguidos de outro N,, argénio, deslocamento
oelhos
procedimento para assegurar a morte, cloreto cervical (< 1 kg), T61, CO,
de potassio com anestesia geral prévia
Barbituricos, anestésicos gerais injetaveis, N,, argbnio, deslocamento
Ratos e anestésicos inalatérios seguidos de outro cervical (< 200 g),
camundongos procedimento para assegurar a morte, cloreto decapitacao por guilhotina
de potassio com anestesia geral prévia (<200 g), T61, CO,
Fonte: Brasil®'.

Quadro 16. Métodos inaceitaveis de eutanasia

AN N N N N N N N NN

AN

v Qualquer outro método considerado sem embasamento cientifico

Embolia gasosa

Traumatismo craniano

Incineragao in vivo

Hidrato de cloral (para pequenos animais)

Cloroférmio ou éter sulfurico

Descompresséao

Afogamento

Exsanguinagéo (sem sedagéo prévia)

Imersdo em formol ou qualquer outra substancia fixadora

Uso isolado de bloqueadores neuromusculares, sulfato de magnésio ou cloreto de potassio

Qualquer substancia téxica que possa causar sofrimento e/ou demandar tempo excessivo para
a morte

Eletrocussé@o sem insensibilizag&o ou anestesia prévia

Fonte

: Brasil®'.
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Métodos quimicos
Agentes inalantes

Em se tratando de agentes inalantes, ha algumas consideracbes em comum a serem
observadas, como descrito no Quadro 17. Os agentes inalantes utilizados para eutanasia
incluem os gases anestésicos (halotano, enflurano, sevoflurano e isoflurano) e gases nao
anestésicos (dioxido de carbono, nitrogénio, argbnio e monoxido de carbono). Em ambos
0s casos, a eutandsia se da com a administragcdo excessiva do gas escolhido®*%2. Quanto a
sua utilizagdo, cada agente apresenta vantagens e desvantagens. Os agentes cloroférmio e
0 éter ndo sdo mais aceitos como métodos de eutanasia, por causa nao somente de seus
riscos potenciais carcinogénicos, hepatotoxicos e nefrotdxicos, no caso do cloroférmio, de
efeitos cumulativos para o funcionario, mas também por suas caracteristicas inflamaveis e
explosivas, como é o caso do éter®,

No Biotério, é utilizado como método quimico com agente inalante o gas didéxido de
carbono, ou CO, (Anexo 6). A inalagéo de uma concentragdo de CO, a 7,5% aumenta o
limiar de dor, e as concentragdes maiores tém efeito anestésico®. A eutanasia em camara
de CO, é um procedimento de eutanasia aceito sob restrigdo em ratos e camundongos®'. E
0 método de eutanasia mais comum realizado pelo National Institutes of Health (NIH) em
camundongos, ratos, cobaias e hamsters®.

Quadro 17. Critérios quanto ao uso de agentes inalantes para eutanasia

v/ Realizar a manutengao dos equipamentos utilizados para eutanasia regularmente® (a qualidade e
a eficiéncia dos equipamentos sao fundamentais)

v Realizar controle dos agentes, pois a maioria é considerada perigosa por trazer risco de explosoes,
narcose, hipéxia, dependéncia quimica e efeitos adversos a salde pela exposigédo cronica®?

v Animais com problemas respiratérios demoram a atingir uma concentracao alveolar suficiente para

a eutanasia, devendo-se, nesses casos, utilizar um método nao inalatério®

/Neonatos sdo mais resistentes & hipéxia do que adultos, demorando mais para morrer. E
recomendado, portanto, ndo utilizar agentes inalatérios como método Unico de eutanasia®5?

v Quando for utilizada cAmara de gas, os animais a serem colocados nesta para serem submetidos a
eutanasia devem ser da mesma espécie. Deve-se cuidar para ndo colocar muitos animais de uma

vez s6 e manter a camara sempre limpa, para evitar odores estressantes®?

/ E importante constatar-se de que o animal esta mesmo morto antes de retira-lo da camara?2°
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Eutanasia em camara de CO,

O gas utilizado € o comprimido em cilindro em razédo da possibilidade de regulagem
do afluxo de gas para dentro da camara®%° (Figura 29). Outras fontes que ndo sejam o ar
comprimido no cilindro ndo s&o aceitas®.

Com a camara contendo uma concentragdo de 70% de CO, e 30% de O, produz-
se rapida depressado do Sistema Nervoso Central, porém a exposi¢do subita de animais
conscientes a concentragdes de CO, em nivel igual ou superior a 70% causa distresse®. O
correto € adequar a velocidade de enchimento da camara com CO, em uma vazao de 20%
do volume da camara por minuto, adicionado ao ar ja existente. Dessa forma € possivel obter
um equilibrio adequado de mistura de gas para obter a inconsciéncia rapida dos animais com
o minimo de sofrimento®2%0,

O CO, é um gas de baixo custo, ndo inflamavel e ndo explosivo, oferecendo baixo risco
ocupacional se utilizado com equipamentos apropriados e com manutengéo perioddica para
evitar riscos de vazamento®2.

O fluxo de gas deve ser mantido por aproximadamente 1 minuto apds constatada a
morte aparente®? ou até que a morte clinica seja assegurada®.

Figura 29. Camara de CO,

147



Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratorio

Agentes nao inalantes

A utilizacdo de agentes farmacéuticos injetaveis € a maneira mais confiavel e rapida
para a realizagdo da eutanasia®’. A maioria dos agentes anestésicos injetaveis & aceita
para a eutanasia por overdose (administracdo do dobro ou friplo da dose anestésica
recomendada)®52. Entre eles os barbituricos sdo os mais utilizados, levando primeiro a uma
depressao do sistema respiratério e depois a parada cardiaca, que ocorre quando se atinge
um plano profundo de anestesia®>%.

Se a espécie animal dificulta o acesso venoso para a administragéo do agente, pode
ser utilizada a via intraperitoneal, porém com a utilizagdo de substancia nao irritante e que
nao tenha acdo de bloqueio neuromuscular®.

Na administracdo do agente por via intraperitoneal, pode demorar para que o animal
alcance os planos mais profundos de anestesia, assim, deve-se coloca-lo dentro de uma
caixa limpa e em ambiente calmo e silencioso, para minimizar excitagédo e traumas®.

Métodos fisicos

Os métodos fisicos de eutanasia aceitaveis sob restricdo em roedores sdo o de
deslocamento cervical (ratos com menos de 200 g) e o de decapitagcdo por meio de
guilhotina®'. Comparados a outros métodos de eutanasia, sédo bastante eficientes, porém
esteticamente desagradaveis®>%. No entanto, deverao ser praticados por técnicos altamente
capacitados e treinados e com equipamentos adequados, para que o procedimento seja
rapido e humanitario®5%. Em geral, os métodos fisicos de eutanasia sado utilizados quando a
realizacdo do método quimico interferir de alguma forma nos dados da pesquisa®-5253,

Deslocamento cervical

Nessa técnica a morte do animal ocorre ao se aplicar pressao na base do seu cranio,
deslocando-lhe a coluna e separando o cranio da medula espinhal®®%2%5, Aparentemente, se
praticado por pessoa treinada e com habilidade, € um método humanitario. No entanto, ha
poucas referéncias na literatura que sustentem essa afirmagéo®.

Decapitagao por guilhotina

Esse método permite obter amostras sem alteragdo anatémica de cérebro e tecidos.
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além de fluidos e tecidos ndo contaminados quimicamente3?%52, Essa técnica, que pode
ser utilizada na eutandasia de roedores e coelhos pequenos®%®, consiste na utilizagdo de
uma guilhotina especial para eutanasia. Nesse método, secciona-se o pesco¢co do animal
por instrumento cortante®®%. No entanto, é necessaria a prévia adaptacdo dos animais
(minimo uma semana) aos equipamentos que serao utilizados no procedimento bem como
o treinamento do operador. Além disso, a utilizacdo desse método deve ser muito bem
justificada no protocolo experimental.

Eutanasia de fetos e neonatos

Para avaliar qual o melhor método de eutanasia, deve-se identificar a idade do feto ou
neonato e verificar se os animais serdo necessarios ao estudo*® (Quadro 18).

Os animais neonatos sao relativamente resistentes a hipoxia; por isso, antes de leva-
los a eutanasia, € preciso considerar esse fator, ja que os agentes inalantes como o CO,
demoram mais para produzir inconsciéncia nos neonatos do que nos animais adultos®?3,
Deve-se confirmar a eutanasia com um método secundario fisico*.

No caso dos fetos até o 15° dia de gestacao, ainda ndo ha percepgao da dor. A partir
do 15° dia da gestacao até o nascimento, porém, ocorre o desenvolvimento neural, havendo
a probabilidade de os sinais de dor serem processados bioquimica e neurofisiologicamente*.
No entanto, evidéncias recentes implicam que os fetos nessa fase ndo sao sensiveis nem
conscientes, sendo, portanto, incapazes de perceber a dor de fato®.

Nessa fase, se os fetos ndo sdo necessarios para o estudo, a eutanasia da mae deve
assegurar a rapida anoxia cerebral dos fetos. O método recomendado de eutanasia da mae
€ o de exposicéo ao CO, seguido de deslocamento cervical, decapitagéo ou pneumotorax
bilateral. Se os fetos sdo necessarios ao estudo, no caso de fixagao de tecidos e eutanasia
por congelamento, o feto deve ser previamente anestesiado*®.

Para mais informagbes a respeito de eutanasia de fetos e neonatos, consultar
Guidelines for the Euthanasia of Rodent Feti and Neonates. Disponivel em: http://oacu.od.nih.
gov/ARAC/documents/Rodent_Euthanasia_Pup.pdf.
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Quadro 18. Recomendagdes de eutanasia para fetos e neonatos de ratos e camundongos

Fetos

Até 15 dias de
idade

O animal ainda esta no Utero e, portanto, ainda ndo respirou. Nessa fase,
como nao tém percepgéao da dor, a eutanasia da mae, privando-os de aporte
sanguineo, assegura a eutanasia

Se os animais forem expostos ao ambiente extrauterino e, portanto, respirarem,
a eutanasia deve ser por método fisico, como a decapitacdo com tesoura

15 dias até o - , . . I
nascimento cirurgica. Caso o Utero e os sacos amnioticos estejam intactos, significa que
0 animal ndo respirou. Assim, a simples retirada do uUtero ocasiona a parada
brusca de oxigenacéo sanguinea para os fetos, resultando em sua morte
Neonatos

Até 10 dias de
idade

Injecdo de anestésicos quimicos e métodos fisicos sdo aceitaveis.
Nessa fase, sdo sensiveis aos anestésicos inalatorios, embora a
exposicao prolongada possa ser necessaria, sendo recomendado um método
secundario fisico para garantir a morte. Se necessaria a imersdo em nitrogénio
liquido ou um método de fixagado/perfusdo, o animal devera ser anestesiado
previamente

Mais de 10 dias de
idade

Seguir as recomendacgbes de eutanasia para animais adultos da mesma
espécie

Fonte: Adaptado de National Institute of Health*.

Constatacao da cessacdo dos sinais vitais

E muito importante que o responsavel pela eutanasia verifique se o animal esta
realmente morto, principalmente antes de descartar sua carcaca.

Por exemplo, pode ocorrer de o animal estar em profunda narcose e, ao ser interrompida
a administragdo do agente inalatério de eutanasia (por exemplo, em uma eutanasia em
camara de CO,), eventualmente recuperar-se®.

Por isso, deve-se treinar o operador para fazer a constatagdo da auséncia dos sinais
vitais no animal: avaliar se houve cessacédo dos batimentos cardiacos, se nao ha reflexo ao
toque do globo ocular e se as mucosas estdo arroxeadas, indicando andxia®>%, entre outros.
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INTRODUCAO

O estado nutricional do animal de laboratério influencia sua capacidade para atingir seu
potencial genético de crescimento, de longevidade, de reprodugédo, bem como sua resposta
a patdgenos e a outros tipos de estresse ambiental. Uma dieta balanceada, de formulagéo
conhecida e reprodutivel, garante ndo s6 o bem-estar dos animais, mas também a qualidade
dos resultados dos experimentos conduzidos com esses animais’.

A dieta de animais de laboratério deve ter cerca de 50 nutrientes em concentragao
adequada, que atendam as necessidades nutricionais do animal, além de ser livre de
substancias téxicas ou microrganismos patogénicos?.

As formulagbes das dietas sdo classificadas de acordo com o grau de refinamento
de seus ingredientes, em dietas quimicamente definidas ou puras, dietas purificadas e dietas
com ingredientes naturais (ragdo comercial)'?.

Adieta quimicamente definida é formulada diretamente a base de nutrientes essenciais,
como aminoacidos, ésteres de acidos graxos, glicose, vitaminas e sais minerais. Na selecao
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de ingredientes, devem-se considerar fatores como estabilidade quimica e solubilidade (em
dieta liquida), e todos os nutrientes essenciais sao adicionados individualmente.

Essa dieta é isenta de contaminantes quimicos e de fatores estimuladores de
enzimas, embora seja mais cara e tornar-se instavel a temperatura ambiente. Esse tipo de
dieta é utilizado basicamente em estudos experimentais.

A referéncia para dieta de animais de laboratério € o American Institute of Nutrition
(AIN-93)® que propde uma formulagdo para as fases de crescimento, gestagéo e lactacao
dos animais (AIN-93G) e para a fase de manutencdo de animais adultos (AIN-93M). Esse
tipo de especificacdo foi definido para padronizar os estudos nutricionais em roedores,
reduzir a variagao inerente as dietas a base de cereais ou de ingredientes naturais e facilitar
a interpretacao e a comparagao de resultados.

As dietas purificadas s&o formuladas com uma combinagéo de ingredientes puros
e invariaveis, minimizando, assim, a variabilidade encontrada em dietas comerciais, que
utilizam ingredientes naturais. Como exemplos de ingredientes purificados, podemos citar
a caseina e a proteina isolada de soja (fonte de proteina). Entretanto, até mesmo esses
ingredientes podem conter quantidades variaveis de nutrientes essenciais, e as dietas
experimentais destinadas a produzir deficiéncias especificas precisam ser mais restritivas
quanto as especificagdes de seus ingredientes®

As ragcbes comerciais para animais de laboratério sdo as mais comumente utilizadas
tanto nos biotérios de producédo como nos de experimentacéo. No entanto, a grande variagéo
em sua composicdo pode produzir alteragdes nas concentragbes de seus nutrientes?,
especialmente os micronutrientes, fazendo com que néo haja dois lotes idénticos.

Esse tipo de ragcdo também pode contaminar-se com residuos de pesticidas, metais
pesados ou outros agentes que comprometem os resultados experimentais.

A dieta composta de ingredientes naturais pode apresentar menor biodisponibilidade,
em razao da forma quimica dos nutrientes que a compdem, das interagbes com outros
componentes (como fitatos e fibras) e do processamento a que é submetida.

No Brasil, os fabricantes de ragbes comerciais para roedores nao consideram
as diferengas nutricionais necessarias para as diferentes fases de vida dos animais de
laboratérios, como recomendado pelo American Institute of Nutrition (AIN-93)° e pelo National
Research Council’; portanto, essas ragdes devem ser submetidas a controles quimicos e
biolégicos periddicos.

AVALIAGAO NUTRICIONAL DAS RAGOES COMERCIAIS

Ha grande variagdo na composicao das ragbes comerciais disponiveis ho mercado,
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o0 que afeta a qualidade dos experimentos. Dessa forma, o Biotério, em conjunto com o
Laboratério de Nutricao e Minerais da FCF-USP, realiza a avaliagao nutricional das ragdes
comerciais utilizadas, com o objetivo de definir o padrao de identidade e qualidade, por meio
de estudos comparativos das diferentes marcas de ragées comerciais (A, B e C), disponiveis
para ratos e camundongos, utilizando como controle uma dieta a base de caseina (P). Sdo
realizadas analises de composi¢ao centesimal (Tabela 1), minerais (Tabela 2) e de vitaminas,
estas ultimas feitas no Instituto Adolfo Lutz e no Instituto de Tecnologia de Alimentos (Ital)
(Tabela 3). Os ensaios biolégicos envolvem a avaliagdo da qualidade da proteina in vivo, pela
determinacgao do coeficiente de digestibilidade (Tabela 4), que indica a proporgéo de alimento
ingerido que é digerido e absorvido pelo organismo do animal.

Tabela 1. Analise da composicao centesimal (%) de ragbes comerciais para ratos e camundongos de
diferentes marcas existentes no mercado nacional

Racao Umidade Proteinas Lipidios Fibras
A 11+1,05 19+0,50 4+0,13 19
B 1210,35 22+0,57 4+0,17 20
Cc 11+0,99 22+0,82 4+0,23 32
P() 1240,04 1910,5 70,1 5
AIN 93G(ref.) 19,3 7 5
NRC (ref.) 20 5 5

(*) Dieta-padrao AIN 93G.

Tabela 2. Analise da composigédo de minerais (mg/kg) de ragdes comerciais para ratos e camundongos
de diferentes marcas existentes no mercado nacional

Racao Fe Zn Cu

A 1013135 154 +8 26+0,86
B 989+31 99+1,2 35+1,00
C 928+18 103 £2,1 1910,78
P(*) 45+0,3 38+0,4 6,0+0,9
AIN 93G(ref.) 35 30 6
NRC (ref.) 35 30 6

(*) Dieta-padrao AIN 93G.
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Tabela 3. Analise de vitaminas de ragées comerciais para ratos e camundongos, esterilizadas pelos
processos de calor umido (autoclave) e irradiagdo gama

A E B, B, B, B,
Racao
(Ul’kg) (Ul’kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (ng/kg)
A 949 153 5,9 13,5 33 66
A1 1.030 213 3,6 15,2 44 60
B 2.333 255 7,2 15,2 33 79
P(*) 4.000 75 5,0 6,0 30 25

A e B — Ragéo comercial irradiada com 12 kGy de radiagdo gama.
A1 — Racéo comercial autoclavavel e esterilizada pelo processo de calor umido (autoclave), 121 °C/ 15 min.
(*) Dieta-padrao AIN 93G.

Tabela 4. Avaliagdo nutricional de diferentes marcas de ragdes comerciais para ratos e camundongos

Racdo N Proteinas (%) Coeficiente de digestibilidade

(%)
6 230,61 80+1,7
B 6 2310,57 75+2.8
6 21+1,20 72411
P(*) 6 24105 9510,3

(*) Dieta-padrao AIN 93G.

Os resultados mostraram que as ragbes apresentavam composi¢cdo semelhante
em proteina (21-24%), umidade (9-11%) e lipideos (4-7%). No entanto, o coeficiente de
digestibilidade variou de 70% a 80% nas dietas comerciais, enquanto na dieta-padrédo
foi de 95%. Além disso, a composi¢cdo em minerais variou muito, e, no caso do ferro, sua
concentragcao, em uma das dietas comerciais, chegou a ser 20 vezes maior do que a da dieta-
padrao. Essa variagdo na composigao dos nutrientes cria ambientes nutricionais diferentes
cujas consequéncias experimentais muitas vezes ndo sao consideradas pelo pesquisador
que nao é da area de nutricao.

Atualmente, a ragao oferecida para os roedores no Biotério é peletizada, balanceada e
descontaminada por irradiagao, na dose de 12-15 kGy®. Essa dose esterilizante é estabelecida
de acordo com o grau de contaminacgéo inicial das amostras e, dependendo da dose, pode
haver uma alteragao da palatabilidade dessas ragoes, resultante da oxidacao lipidica. Assim
sendo, foram avaliados o grau de contaminagéo e o coeficiente de eficacia alimentar (CEA
= ganho de peso(g)/consumo(g)) de ragcdes comerciais irradiadas em trés niveis de doses:
grupo controle (nao irradiado) e trés grupos irradiados nas doses de 5 kGy, 10 kGy e 15 kGy®.
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Observou-se que nao houve diferengas significativas entre os trés tratamentos
quanto ao consumo e a qualidade nutricional da ragéo avaliada por esse indice. Ja na analise
microbiolégica dessa ragdo irradiada, constatou-se que, para as doses de 10 kGy e 15 kGy,
nao houve crescimento de col6nia de microrganismos do produto analisado®.

Os resultados apresentados neste capitulo tém-se mantido nas analises realizadas.

Escolha da ragdao comercial

Nos ultimos anos, varias empresas fornecedoras de ragdes comerciais sairam do
mercado nacional, permanecendo poucas, 0 que diminui as opgdes para a escolha da dieta
de melhor qualidade.

Um dos pré-requisitos definidos para a compra de ragéo para o Biotério é que a ragéo
seja peletizada e balanceada, composta de milho integral moido, farelo de trigo, farelo de
soja, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sddio, aminoacido e premix mineral e
vitaminico. Deve apresentar-se integra e manter suas caracteristicas organolépticas (odor,
sabor, cor e consisténcia). Os niveis de garantia por quilograma do produto estao listados na
Tabela 5.

Tabela 5. Niveis de garantia do produto

Componente Quantidade (expresso/kg produto)
Proteina bruta 20% (min.) a 23% (max.)

Lipidios (extrato etéreo) 4% (min.) a 5% (max.)

Fibra total (matéria fibrosa) 5% (min.) a 8% (max.)

Umidade Maxima 12,5%

Ferro 50 mg/kg (min.) a 300 mg/kg (max.)
Zinco 30 mg/kg (min.) a 130 mg/kg (max.)
Cobre 6 mg/kg (min.) a 20 mg/kg (max.)
Célcio Maximo entre 1,3% e 1,4%

Fosforo Minimo entre 0,5% e 0,8%
Vitamina A Minimo de 12.000 Ul/kg

Aditivos Antioxidantes 100,00 mg
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Dessa forma, conclui-se que o mercado nao oferece ragdes comerciais de formulagées

variadas que atendam as diferentes fases de vida dos animais, o que seria muito importante.
Além disso, se houvesse uma redugdo da variabilidade na composicdo dessas ragoes,
especialmente de micronutrientes, seguramente diminuiriam também os desvios na
reprodutibilidade de diferentes ensaios feitos com animais alimentados com essas dietas.
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Anexos

Anexo 1. Fluxograma: Sec¢des de producdo e experimentagao
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Anexo 2. Fluxograma: Sec¢ao de higiene e esterilizagao
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Anexo 3. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimento para operagao da maquina de lavar gaiolas

Numero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/1 Secéao: 1.1
Elaboragao:

Revisao:

Aprovado por: Data:
Objetivo:

Esse POP fixa condi¢des, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que
devem ser aplicadas por todos os funcionarios envolvidos em atividades de rotina executa-
das na sec¢ao de higienizagao e esterilizagdo do Biotério de Experimentagao da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (BPE
FCF-IQ/USP).

Aplicacao:

Aplica-se a operagdo da maquina de lavar gaiolas, presente na secao de higienizagao e
esterilizagdo do BPE FCF-IQ/USP.

Siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgao e Experimentacao

1 — Secéo de higiene e esterilizagao

1.1 Procedimento para operagdo da maquina de lavar gaiolas:
1.1.1 Procedimento para ligar a maquina:
1. Girar a chave na posicao liga no painel;
2. Observar o dosador de detergente;
3. Aguardar cerca de 15 minutos para que o reservatorio de agua seja preenchido e a
maquina aquega a agua a 80 °C;
4. Apos esse processo, a maquina esta pronta para ser utilizada.

1.1.2 Procedimento para operar a maquina:
1. Apertar o botao verde (opera) no painel;
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1.1.4
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Colocar as gaiolas na extremidade inicial da maquina, uma a uma, e aguardar cerca
de 1 minuto para que atravessem toda a extensdo da maquina;

Retirar na extremidade final da maquina, as gaiolas higienizadas, organizando-as em
pilhas para serem posteriormente autoclavadas.

Procedimento para desligar a maquina:
Apertar o botao vermelho (parada) no painel;
Girar a chave na posigédo desliga no painel.

Procedimento para limpeza da maquina:

Com a maquina desligada, retirar a tampa lateral;

Retirar o cilindro de vedacgéo dentro do reservatério e esperar a agua escoar;
Retirar as bandejas e o filtro, lavando com esponja e detergente e eliminando restos
de residuos destes;

Retirar os residuos retidos no interior do reservatorio de agua;

Lavar o reservatério com agua e detergente;

Enxaguar o reservatério com agua;

Recolocar o filtro, o cilindro de vedagéo e as bandejas;

Recolocar a tampa lateral.
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Anexo 4. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimento para operagao das autoclaves

Numero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/1 Secdo: 1.2a1.3
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Esse POP fixa condig¢des, padroniza, define e estabelece regras e recomendacdes que de-
vem ser aplicadas por todos os funcionarios envolvidos em atividades de rotina executadas
na sec¢ao de higiene e esterilizagdo do Biotério de Producao e Experimentagao da Facul-
dade de Ciéncias Farmacéuticas e Instituto de Quimica da Universidade de S&do Paulo (BPE
FCF-IQ/USP).

Aplicagao:

Aplica-se a operagao das autoclaves, presentes na segao de higiene e esterilizagdo do BPE
FCF-IQ/USP.

Siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE - Biotério de Produgao e Experimentagao

1 — Secéo de higiene e esterilizagdo

1.2 Procedimentos para operagao das autoclaves 1 e 2:

1.2.1 Procedimentos para ligar a maquina:
1. Ligar os dois compressores posicionando as chaves vermelhas para baixo.

2. Ligar o sistema de osmose reversa apertando os dois botbes vermelhos para cima;
3. Girar, no painel da autoclave, a chave geral na posicao |, ligando a autoclave;

4. Aguardar a inicializagdo da maquina observando no visor;

5. Observar os mandmetros do sistema de osmose reversa e da autoclave.

1.2.2 Procedimentos para realizar o ciclo de esterilizagao:
1. No visor, selecionar a opg¢ao login e preencher as opgbes user (BIOTERIO) e
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password (*****);
2. No visor, selecionar a fungdo menu;
Selecionar a funcéo partida;
Selecionar no visor o ciclo a ser realizado (AGUA, TAMPA, CAIXAS ou MARAVALHA)
e confirmar selecionando a seta verde para a direita;
Conferir no visor os parametros do ciclo selecionado e pressionar OK;
Selecionar a seta verde para a direita;
Selecionar a opgéo OK;
Aguardar a execucgao do ciclo de esterilizagao.

o

©® N oo

1.2.3 Procedimentos para desligar a maquina:

1. Ap6s a finalizagao do ciclo, pressionar no visor a opgao OK;

2. Aguardar aproximadamente 15 segundos para o destravamento da porta;

3. Girar, no painel da autoclave, a chave geral na posi¢ao 0, desligando a autoclave;

4. No fim do expediente, apds o ultimo ciclo de esterilizagdo, arquivar no caderno de
registro de esterilizagéo os registros impressos dos ciclos realizados;

5. Desligar o sistema de osmose reversa apertando os dois botdes vermelhos para
baixo;

6. Desligar os dois compressores posicionando as chaves vermelhas para cima.

1.3 Procedimento para operagao das autoclaves 3 e 4:

1.3.1 Procedimento para ligar a maquina:
1. Posicionar o botdo vermelho de liga/desliga para cima;
2. Observar os manémetros para verificar a pressao.

1.3.2 Procedimento para realizar o ciclo de esterilizag&o:
1. Selecionar o ciclo no painel de acordo com a tabela:

F1 + 1 | Maravalha e roupas
F1 + 2 | Caixas, roupas
F1+ 3 | Agua, luvas

F1+4 | Tampas

1.3.3- Procedimento para desligar a maquina:
1. Posicionar o botao vermelho de liga/desliga para baixo.
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Anexo 5. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para descarte de materiais biolégicos

Nuamero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/ Secdo:1.4a1.6
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que de-
vem ser aplicadas por todos os funcionarios envolvidos em atividades de rotina executadas
no Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universi-
dade de Sao Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicacao:
Aplica-se ao descarte de residuos biologicos gerados pelo BPE FCF/IQ USP.

Siglas:
POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgéo e Experimentacao

1- Secgéo de higiene e esterilizagéao

1.4 Normas operacionais para o descarte de materiais biolégicos ndo contaminados:
1. Recolher nas antecamaras os materiais sujos gerados nas se¢bdes de producéo e
experimentagao animal;

2. Na secao de higiene e esterilizagao, retirar os residuos de maravalha, urina e fezes
das caixas de animais;

3. Depositar os residuos em sacos brancos de 90 litros identificados com o simbolo de
risco bioldgico;
Lacrar os sacos;

Identificar os sacos com as seguintes informagdes: responsavel, peso, data e
observagdes pertinentes;

6. Acondicionar os sacos cheios no carrinho de mao;

7. No final do processo de raspagem das caixas, encaminhar os sacos com os residuos
biolégicos até a lixeira de lixo hospitalar;

8. Anotar a quantidade de sacos no caderno de registro de descarte.
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1.5 Normas operacionais para o descarte de carcagas de animais ndo contaminadas:

1.

Depositar as carcagas de animais em sacos brancos identificados com o simbolo de
risco bioldgico;
Lacrar os sacos;

Identificar os sacos com as seguintes informagdes: gerador, peso, data e observagdes
pertinentes;

Acondicionar os sacos no freezer,
Retirar os sacos do freezer nos dias de coleta pela empresa contratada para descarte;

Anotar a quantidade de sacos no caderno de registro de descarte.

1.6 Normas operacionais para o descarte de materiais bioldgicos e carcagas contaminados:
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1.

Embalar em sacos apropriados para autoclavagao todos os materiais que entraram
em contato com o animal contaminado, tais como: gaiolas, grades, bebedouros e
maravalha;

Para residuos pesados e umidos, utilizar sacos duplos;

Ap0ds a eutanasia dos animais contaminados, embalar a carcaga em saco apropriado
para autoclavagao;

Introduzir as embalagens com material bioldgico contaminado na autoclave de dupla
porta pelo lado da segéo de experimentagao;

Esterilizar as embalagens por meio do processo de autoclavagéo na autoclave 4
(secao de experimentagéo);
Retirar o material autoclavado pelo lado da se¢ao de higiene e esterilizagéo;

Proceder conforme a instrugédo 1.4 (itens 5 a 8) para residuos e a 1.5 (itens 4 a 6)
para carcagas.
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Anexo 6. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para eutanasia

Nuamero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/ Secdo:1.7a1.9
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que de-
vem ser aplicadas por todos os funcionarios envolvidos em atividades de rotina executadas
na sec¢ao de higiene e esterilizagdo do Biotério de Produgéo e Experimentagao da Facul-
dade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo
(BPE FCF-IQ/USP).

Aplicagao:

Aplica-se aos procedimentos de eutanasia de camundongos, ratos e coelhos. Os procedi-
mentos de eutanasia séo realizados na segao de higiene e esterilizagdo do BPE FCF-1Q/
USP.

Siglas:
POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgao e Experimentagao

1 — Segéao de higiene e esterilizagdo

1.7 Procedimentos para eutanasia de camundongos:
1. Girar a chave preta do manémetro, para cima para permitir a saida do gas CO,;

. Abrir a cdmara de CO, e colocar a gaiola com o(s) animal(is);
. Fechar a camara;
. Girar a chave preta da camara de CO, para cima;

. Aguardar a finalizagdo do procedimento de eutanasia do(s) animal(is);
. Certificar-se de que o animal esta morto observando a auséncia de sinais vitais;

. Girar a chave preta do manémetro para baixo, a fim de parar a saida do gas CO,;

2

3

4

5

6. Girar a chave preta da camara de CO, para baixo;

7

8

9. Acondicionar a carcaga em saco branco de residuo bioldgico;
1

0. Anotar no caderno de registro de descarte de residuos e eutanasia.
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1.8 Procedimentos para eutanasia de ratos:

1.

Girar a chave preta do manémetro para cima, para permitir a saida do gas CO,;

2. Abrir a cAmara de CO, e colocar a gaiola com o(s) animal(is);

3. Fechar a camara;

4. Girar a chave preta da camara de CO, para cima;

5. Aguardar a finalizagao do procedimento de eutanasia do(s) animal(is);
6.
7
8
9
1

Girar a chave preta da camara de CO, para baixo;

. Certificar-se de que o animal esta morto observando a auséncia de sinais vitais;
. Girar a chave preta do manémetro para baixo, a fim de parar a saida do gas CO,;
. Acondicionar a carcagca em saco branco de residuo biolégico;

0. Anotar no caderno de registro de descarte de residuos e eutanasia.

1.9 Procedimentos para eutanasia de coelhos:

1.

Pesar o animal;

2.Dosar na mesma seringa a dose anestésica de cetamina e xilazina conforme a tabela

abaixo:
Peso do coelho Cetamina 10% Xilazina 2%

(35mg/kg) (5mg/kg)
2,5kg 0,88 mL 0,63 mL
3,0 kg 1,05 mL 0,75 mL
3,5kg 1,23 mL 0,88 mL
4,0 kg 1,40 mL 1,00 mL
4,5 kg 1,58 mL 1,13 mL
5,0 kg 1,75 mL 1,25 mL
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Administrar o anestésico no animal por via subcuténea (com agulha 25 x 7);

Aguardar até o animal entrar em anestesia profunda (verificada por meio dos
reflexos digitais e do globo ocular).

Administrar mais uma dose anestésica no animal.
Esperar o anestésico fazer efeito (cerca de 10 a 20 minutos);

Colocar o animal na camara de CO, conforme procedimento descrito nos itens 1.7 e
1.8.
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Anexo 7. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Introdugéo dos sacos de ragédo na segéo de produgéo

Numero: FCF-IQ /USP/POP/BPE/1 Secdo: 1.10a 1.12
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendacgdes que
devem ser aplicadas por todos os funcionarios envolvidos em atividades de rotina executa-
das na sec¢ao de higienizagao e esterilizagdo do Biotério de Produgéo e Experimentagao da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicagao:

Aplica-se a introdugao dos sacos de ragao para roedores de laboratério na segéo de
producao do BPE FCF-IQ/USP.

Siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgéo e Experimentagao

1 — Segdo de higiene e esterilizagdo

1.10 Procedimentos para desinfecgédo dos sacos de ragao:
1. Na sala de estoque de ragao, separar os sacos que serao fornecidos para a secgao
de produgao;
Pulverizar os sacos de ragdo com alcool 70%;
Pulverizar o carrinho de transporte com alcool 70%;
Acondicionar os sacos de ragao no carrinho de transporte;
Levar o carrinho de transporte com os sacos de racao até a antecamara da segao
de produgao.

Al

1.11Procedimentos para a introdugao dos sacos de racao na secgéo de produgao:
1. \Verificar se a antecamara foi descontaminada;
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Abrir a porta da antecamara e retirar os sacos de ragdo do carrinho de transporte,
colocando-os dentro da antecémara;

Pulverizar novamente os sacos de ragao com alcool 70%;

Fechar a antecamara;

Avisar ao técnico da sec¢ao de produgao que sera responsavel pelo recebimento da
racgao.

1.12 Procedimentos para recebimento dos sacos de ragdo na seg¢ao de produgao:
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1.
2.

Entrar na antecamara através da porta que se comunica com a sec¢éo de produgao;
Retirar a embalagem plastica que reveste cada saco de ragao;

Introduzir os sacos de ragao na segao de produgdo e acondiciona-los na sala de
estoque de ragao desta segao.

Deixar a secao de produgao através da antecamara.
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Anexo 8. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para acesso a segao de produgao de animais SPF

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Secdo: 2.1a22
Elaboragao:

Revisao:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendacgdes que
devem ser aplicadas pelos funcionarios antes de iniciar as atividades de rotina na segéo de
produgao de ratos e camundongos.

Aplicacao:

Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos para acesso a se¢ao de produgéo do Bioté-
rio de Producéo e Experimentagéo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto
de Quimica da Universidade de Sao Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Produgao e Experimentagao

SPF — Specified Pathogen Free

2- Segao de produgéo

1.1 Banho:
1. Retirar o avental e coloca-lo no cabide da antecamara (fora do vestiario);

2. Retirar os sapatos e guarda-los na sapateira (fora do vestiario);

3. Colocar o chinelo que se encontra na sapateira;

4. Ao entrar no vestiario, despir-se e guardar a roupa no armario;

5. Retirar todos os pertences como: joias, reldgios, celular e outros objetos;

6. Tomar o banho com touca e utilizar o sabonete liquido fixado na parede do boxe;
7. No caso das mulheres, retirar toda a maquiagem durante o banho.

8. Sair do outro lado do boxe e utilizar uma toalha limpa e esterilizada.
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1.2 Paramentacgao apos o banho:
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1.
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Colocar a cuecalcalcinha descartavel e o uniforme (macacéo) esterilizado;

P&r a mascara e a outra touca esterilizada em cima da touca colocada anteriormente;
Calcar a sapatilha e o chinelo limpos e previamente descontaminados;

Usar as luvas de procedimento;

Higienizar as luvas com alcool gel;

Sair do vestiario e colocar outro par de luvas em cima das anteriores;

Usar o calgado proprio para o trabalho em salas limpas.
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Anexo 9. Procedimento Operacional Padronizado

Titulo: Procedimentos para preparo de material na se¢do de producéo de animais SPF

Ndamero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Secdon:2.3a24
Elaboragao:

Revisao:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que de-
vem ser aplicadas pelos funcionarios envolvidos em atividades de rotina na sala de preparo
de material.

Aplicagao:

Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos de rotina realizados na sala de preparo de
material na se¢ao de produgao do Biotério de Produgéo e Experimentacdo da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (BPE
FCF-IQ/USP).

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Produgéo e Experimentacao
2- Secao de producédo

SPF — Specified Pathogen Free

2.3 Recebimento de material esterilizado por autoclave:

1. Aguardar e observar a finalizagao de cada ciclo de esterilizagdo das autoclaves;

2. Abrir a autoclave e retirar o material esterilizado utilizando os Equipamentos de
Protecéo Individual (EPIs) recomendados (luvas para manuseio de material em alta
temperatura e mascara protetora para o rosto);

3. Colocar cada material em seu lugar de estoque apropriado (caixas para rato, caixas
para camundongo, bebedouros, grades, tampas, maravalha, uniforme, pano de
limpeza, EPIs);
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4. Fechar a autoclave e comunicar a seg¢ao de esterilizagdo para abastecer a autoclave
novamente;
5. Aguardar os préximos ciclos e repetir o procedimento descrito.

2.4 Preparo de material
1. Caixas:

a) Abrir o saco de maravalha esterilizada com o auxilio de uma tesoura;

b) Colocar as caixas em fileiras na altura do abdome e preencher as caixas com
maravalha;

¢) Retirar as gaiolas com maravalha e formar uma nova pilha de caixas;

d) Estocar as caixas com maravalha para serem utilizadas nos dias de troca;

e) No final do procedimento, anotar na planilha de consumo a quantidade de sacos de
maravalha utilizados naquele dia.

2.Bebedouros:

a) Abrir a autoclave e retirar o carrinho com bebedouros da autoclave utilizando o
suporte apropriado;

b) Aguardar o resfriamento total;

c) Retirar cada bebedouro do suporte e armazenar na estante para estoque de
bebedouro;

d) Armazenar os bebedouros para ratos (700 mL) e para camundongos (300 mL)
separadamente.

3. Racao:
a) Abrir o saco de ragao e coloca-la sobre a peneira;
b) Peneirar a ragao;
c) Despejar a ragéo peneirada no carrinho apropriado;
d) Colocar a tampa e deixar o carrinho na sala de estoque de ragéao;
e) Anotar na planilha de controle a quantidade de sacos utilizados € o numero do lote
de fabricacao da racao.
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Anexo 10. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos de rotina nas salas de criagdo de animais da sec¢éo de produgao de
animais SPF mantidos em sistema de alojamento open cage

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Segdo: 2.5a2.7
Elaboragao:

Revisdo:

Aprovado por: Data:
Objetivo:

Este POP fixa condigdes, padroniza, define e estabelece regras e recomendacgdes que
devem ser aplicadas pelos funcionarios envolvidos em atividades de rotina em salas de
producao de ratos e camundongos.

Aplicagao:

Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos de rotina na segédo de produgao do Biotério
de Produgéo e Experimentagcéo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (BPE FCF-IQ/USP.

Siglas:

Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Producao e Experimentagao

2- Secao de producao
SPF — Specified Pathogen Free

2.5 Troca das gaiolas sujas de animais:

1.

Transportar as gaiolas limpas da sala de estoque de material para a sala de animais
através do corredor para fluxo de material limpo;

Colocar uma gaiola limpa em cima do carrinho auxiliar;

Retirar da estante a gaiola suja a ser trocada e coloca-la no carrinho aukxiliar, ao lado
da gaiola limpa;

Verificar a ficha de registro da gaiola, observando nascimentos, desmames e
quantidade de animais na gaiola;

Retirar o bebedouro e coloca-lo em carrinho para bebedouros usados que seréao
encaminhados para a segao de higiene e esterilizagao;

Retirar a grade da gaiola suja e apoia-la na gaiola limpa que vai substitui-la;

Transportar os animais cuidadosamente para a gaiola limpa, manuseando-os
individualmente.
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8. Em caso de nascimento, realizar a sexagem dos neonatos e registrar na ficha da
gaiola a data do parto, o numero de filhotes nascidos e a quantidade de machos e
fémeas;

9. Visualizar os animais durante o manuseio, verificando se apresentam sinais de
doencga ou qualquer alteragdo que possa comprometer a reprodugao ou causar dor
e desconforto ao animal;

10. Tampar a gaiola limpa com a grade;

11. Registrar, na ficha da gaiola, a existéncia de filhotes mortos, raquitismo, canibalismo
ou anormalidade;

12. Higienizar a estante com um pano (proprio da sala) umedecido com alcool 70%;

13. Retornar a gaiola limpa ao local de onde foi retirada da estante;

14. Registrar qualquer ocorréncia no relatério de ocorréncias da colénia que se encontra
em cada sala de produgéo;

15. Repetir os procedimentos acima para todas as gaiolas existentes na sala;

16. Transportar, pelo corredor de fluxo de material sujo, o carrinho com bebedouros
usados e as gaiolas sujas até o air-lock, de onde serao transferidas para a segao de
higiene e esterilizacdo por um funcionario dessa secao.

2.6 Reabastecimento de agua e racao das gaiolas:

1. Transportar os bebedouros limpos e esterilizados em carrinhos apropriados da sala de
estoque de materiais para a sala de animais através do corredor para fluxo de material
limpo;

2. Verificar se o bebedouro esta bem tampado e com a vazao correta de agua;

3. Colocar o bebedouro no local apropriado na grade das gaiolas;

4. Transportar o carrinho de rac&o até a sala dos animais e abastecer todas as gaiolas;

5. Verificar se todas as gaiolas foram abastecidas com agua e racao suficientes para a
préxima troca.

2.7 Limpeza da sala:
1. Materiais:
Rodo
Caixa de polipropileno
Pano proprio para o rodo
Pano para limpeza de carrinhos auxiliares
Solugao de hipoclorito de sédio a 0,5%
Alcool 70%

2. Procedimentos para a limpeza das salas:
a) Realizar a limpeza com cuidado, evitando ruidos e procedimentos que possam
causar estresse aos animais;
b) Descontaminar o carrinho auxiliar com alcool 70%;
c) Limpar e descontaminar o piso da sala com o auxilio de um rodo e pano apropriado
embebido na solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%, realizando uma varredura
umida.
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Anexo 11. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos de rotina nas salas de criagdo de animais da sec¢éo de produgao de
animais SPF mantidos em sistema de alojamento “IVC”

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Sec¢do: 2.8a2.10
Elaboragao:

Revisao:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que
devem ser aplicadas pelos funcionarios envolvidos em atividades de rotina em salas de
producdo de camundongos mantidos em racks ventilados.

Aplicacao:

Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos de rotina na sec¢éo de produgao do Biotério
de Producao e Experimentagédo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Produgao e Experimentacao
2 — Secao de produgao

SPF — Specified Pathogen Free

IVC — Individually Ventilated Cage

2.8 Procedimentos com a estagao de troca:
1.Ligar a estagéo de troca e aguardar 15 minutos para a estabilizagdo da area de trabalho;
2. Aguardar a finalizagao do indicativo sonoro, emitido durante a estabilizagdo do campo,
para iniciar as atividades na estagao de troca;
3. Realizar a descontaminagao da area de trabalho com alcool 70%;
4.Ligar a iluminagéo da estagao de troca;
5. Realizar todo o procedimento dentro da area de trabalho;
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6. Caso algum objeto ou animal seja manuseado fora da area de trabalho, sera emitido o
indicativo sonoro.

2.9 Troca das gaiolas sujas de animais:
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1. Transportar as gaiolas limpas da sala de estoque de material para a sala de animais
através do corredor para fluxo de material limpo;
2. Colocar uma gaiola limpa na estac¢ao de troca;
3. Retirar uma gaiola suja a ser trocada do rack ventilado e coloca-la na estagéo de troca;
4. Retirar a tampa-filtro da gaiola limpa, sem tocar na parte interna da tampa, e apoia-la
dentro da estagéo de troca com o fundo virado para cima;
5. Retirar a tampa-filtro da gaiola suja sem tocar na parte interna da tampa;
6. Descontaminar as luvas com alcool 70%;
7. Abrir a grade da gaiola suja mantendo-a apoiada na caixa;
8. Retirar o bebedouro e coloca-lo em carrinho para bebedouros usados que seréo
encaminhados para a se¢ao de higiene e esterilizagao;
9. Abrir a grade da gaiola limpa mantendo-a apoiada na caixa;
10. Descontaminar as luvas com alcool 70%;
11. Transportar os animais cuidadosamente para a gaiola limpa, manuseando-os
individualmente, sem tocar na parte externa das gaiolas;
12. Verificar a ficha de registro da gaiola, observando nascimentos, desmames e
quantidade de animais na gaiola;
13.Visualizar os animais durante o manuseio, verificando se apresentam sinais de doenca
ou qualquer alteragao que possa comprometer a sua reprodugao ou causar-lhes dor
e desconforto;
14. Identificar o sexo dos neonatos se houver nascimentos e registrar na ficha da gaiola
a data do parto, o numero de filhotes nascidos e a quantidade de machos e fémeas;
15. Descontaminar as luvas com alcool 70%;
16. Fechar a grade da gaiola limpa;
17. Abastecer a gaiola com agua e racéo;
18. Fechar a gaiola com a tampa-filtro;
19. Retirar a gaiola suja da estacao de troca;
20. Retornar a gaiola limpa com os animais ao local de onde foi retirada da estante
ventilada;
21. Registrar qualquer ocorréncia no relatério de ocorréncias da coldnia que se encontra
em cada sala de producgao;
22. Repetir os procedimentos acima para todas as gaiolas existentes na sala;
23. Descontaminar as luvas antes de manusear qualquer material limpo apds ter
manipulado material sujo ou a parte externa das gaiolas;
24. Apos o término da troca das gaiolas, verificar se todas as gaiolas estdo abastecidas
com agua e ragao;
25. Transportar, pelo corredor de fluxo de material sujo, o carrinho com bebedouros
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usados € as gaiolas sujas até o air-lock, de onde seréo transferidas para a segéo de
higiene e esterilizagdo por um funcionario dessa segao;

26. Verificar se as valvulas das gaiolas estdo conectadas corretamente nos difusores da
estante;

27. Observar a saturagéo dos filtros do rack ventilado pelo indicativo luminoso no painel.

2.10 Limpeza da sala:
1.Materiais:
Rodo
Caixa de polipropileno
Pano proprio para o rodo
Pano para limpeza de carrinhos auxiliares
Solugao de hipoclorito de sodio a 0,5%
Alcool 70%

2.Procedimentos para a limpeza das salas:
a) Realizar a limpeza com cuidado, evitando ruidos e procedimentos que possam
causar estresse aos animais;
b) Descontaminar o carrinho auxiliar com alcool 70%;
c) Limpar e descontaminar o piso da sala com o auxilio de um rodo e pano apropriado
embebido na solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5%, realizando uma varredura
umida.
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Anexo 12. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimento para a manutencéo de colénias isogénicas (inbred)

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Sec¢éo: 2.11a2.15
Elaboragao:

Revisao:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condi¢des, padroniza, define e estabelece procedimentos que devem ser
aplicados por todos os funcionarios responsaveis por colénias isogénicas na segéo de
producédo do Biotério de Produgéo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuti-
cas e do Instituto de Quimica da Universidade de S&do Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicagao:
Aplica-se a manutencao de col6nia de ratos e camundongos isogénicos, a fim de garantir o

padrao genético.

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE - Biotério de Produgao e Experimentagao

2- Segao de produgao

2.11 Sistema de acasalamento para a coldnia de fundacao:
1. Deve ser mantida apenas com acasalamentos entre irmao e irma;
2. Utilizar o sistema monogamico intensivo;
3. Manter um numero de cinco a dez casais fundadores;
4. Apos seis meses da data de acasalamento, os casais devem ser renovados;
5

Reservar os filhotes do casal que apresentarem melhor desempenho reprodutivo
para perpetuagcédo da linhagem. Estes serdo os futuros reprodutores da colénia de
fundacao.
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213

2.14

A 0N

Sistema de acasalamento para a col6nia de expansao:
1. Deve ser mantida através de acasalamentos entre irmaos ou primos;
2. Utilizar o sistema poligamico intensivo;

3. Manter o numero de reprodutores suficientes para fornecimento dos animais solicitados
no semestre;

4. Apds seis meses da data de acasalamento, os casais devem ser renovados.

Procedimento para a realizagdo do acasalamento:

1. Separar o material necessario para o acasalamento (caixas, grades, fichas de registro);

2. Realizar acasalamentos na proporcdo de uma fémea para um macho em colbénia de
fundagéao e na proporc¢ao de um macho para duas fémeas na colénia de expansao;

3. Colocar primeiramente o macho na gaiola;
4. Colocar a(s) fémea(s) na gaiola com o macho;

5. Registrar na ficha de identificacdo de cada gaiola: tipo da colbnia, linhagem, data de

nascimento do macho e da fémea, data do acasalamento, proporg¢éo de fémeas por
macho;

6. Registrar no mapa genético o numero do casal formado seguindo a sequéncia das

geragoes.

Desmame dos filhotes:

Desmamar os filhotes de cada casal separadamente;
Colocar machos e fémeas em gaiolas separadas;
Manter sempre o numero de animais por gaiola recomendado para a espécie;

Registrar na ficha do casal o nimero de animais de cada sexo desmamados e a data
do desmame;

Colocar uma ficha de registro para cada gaiola com os dados: linhagem, data de
nascimento, data de desmame, quantidade de animais, sexo e niumero dos pais;

Realizar o mesmo procedimento para todos os casais que tiverem filhotes para
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desmame.

2.15 Modelo de mapa genético da linhagem:

COLCONIA DE ANIMAIS ISOGENICD
LIMHAGEM INICID

COLGOMIA, TERMING

186



Anexos

Anexo 13. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimento para a manutencgao de colénias heterogénicas (outbred)

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Secdo: 2.16 a 2.19
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:
Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece procedimentos que devem ser
aplicados por todos os funcionarios responsaveis por colonia heterogénica na segéo de
producgéo do Biotério de Produgéo e Experimentagcédo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuti-
cas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicacao:
Aplica-se a manutencgéo de colbnia de ratos e camundongos heterogénicos, a fim de garan-

tir o padréao genético.

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Produgéo e Experimentacao

2- Secao de producao

2.16 Sistema de acasalamento para a colénia de fundagéo:
1. A colbnia fundadora deve ser mantida apenas mediante acasalamentos entre
individuos nao aparentados;

2. Utilizar o sistema descrito por Poiley (1960), que distribui os casais em grupo e, assim,
os acasalamentos sao feitos entre individuos de grupos diferentes;

3. Utilizar o sistema de acasalamento monogémico intensivo; devem ser mantidos no
minimo 25 casais divididos em no minimo 5 grupos;

4. Manter os casais juntos até o fim da vida reprodutiva;
5. Apos seis meses da data de acasalamento, os casais devem ser renovados;

6. Reservar os filhotes de todos os casais para perpetuagéo da linhagem. Estes seréo
os futuros reprodutores da colénia de fundagéo.
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2.17 Sistema Poiley

Grupo proveniente Grupo a formar
Machos Fémeas

B C A

C D B

D E C

E A D

A B E

2.18 Procedimento para a realizagao do acasalamento:

1. Separar o material necessario para o acasalamento (caixas, grades, fichas de registro);
2.Realizar acasalamentos na proporgao de uma fémea para um macho;

3. Colocar primeiramente o macho na gaiola;

4. Colocar a fémea na gaiola com o macho;

5.Registrar, na ficha de identificacdo de cada gaiola, o tipo da coldnia, a linhagem, a
data de nascimento do macho e da fémea, a data do acasalamento, a proporgao de
fémeas por macho e a geracgao;

6. Apos seis meses da data de acasalamento, os casais devem ser renovados.

2.19 Desmame dos filhotes:
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1. Desmamar os filhotes de cada casal separadamente;
2. Colocar machos e fémeas em gaiolas separadas;
3. Manter sempre o numero de animais por gaiola recomendado para a espécie;

4. Registrar na ficha do casal o nUmero de animais de cada sexo desmamados € a data
do desmame;

5. Colocar uma ficha de registro para cada gaiola com os seguintes dados: linhagem,
data de nascimento, data de desmame, quantidade de animais, sexo, nimero dos
pais e letra do grupo a que pertence;

6. Realizar o mesmo procedimento para todos os casais que tiverem filhotes para
desmame.
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Anexo 14. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para o acasalamento programado de ratos

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Secgdo: 2.20 a 2.21
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece procedimentos que devem ser
aplicados por todos os funcionarios responsaveis por coldnias de ratos que necessitem da
realizagdo de acasalamentos programados na sec¢ao de producao do Biotério de Producao
e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicacéao:
Aplica-se ao sistema de acasalamento programado utilizado na expanséao de colbnia de ratos

para a entrega programada de lotes de animais com exigéncia de peso e data definida.

Siglas:
Sao usadas no texto deste Pop as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Producéo e Experimentagao

2- Secao de producao

2.20 Sistema de acasalamento programado:

1. Utilizar esse sistema para fornecimento de lotes de animais com peso homogéneo e
data definida;

2. Calcular a quantidade necessaria de reprodutoras a serem acasaladas de acordo
com o numero de animais solicitados;

3. O calculo deve ser feito considerando os parametros de fertilidade e prolificidade da
linhagem acrescentando 10% do nimero de animais, para garantir a quantidade em
caso de perda de filhotes e infertilidade;

4. Considerar nascimento de 50% de filhotes de cada sexo por reprodutora;
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5.0 acasalamento dever ser realizado com antecedéncia, considerando: cépula +

periodo de gestacao da espécie + amamentacao + idade dos animais solicitados.

2.21 Procedimentos para a realizagdo do acasalamento:

190

1.

o A~ DN

Separar o material necessario para o acasalamento (caixas, grades, fichas de
registro);

Realizar acasalamentos na proporg¢ao de trés fémeas para um macho;

Colocar primeiramente o macho na gaiola;

Colocar as fémeas na gaiola com o macho;

Registrar na ficha de identificagdo de cada gaiola: linhagem, data de nascimento do
macho e das fémeas, data do acasalamento e proporcéo de fémeas por macho;
Identificar o tipo de acasalamento e o destino dos filhotes com data prevista para
fornecimento;

Manter o macho com as fémeas durante um ciclo estral e retirar os machos no sexto
dia ap6s a data do acasalamento;

. Ap6s 15 dias da data do acasalamento, sera possivel visualizar a prenhez e deve-se

separar uma fémea por gaiola até o 19° apds o acasalamento;

Apos dois dias do nascimento dos filhotes, realizar a sexagem dos filhotes e manter
0s animais de interesse;

10. Aos 21 dias de idade, os filhotes devem ser desmamados, pesados individualmente

e separados por sexo, mantendo cinco animais em cada gaiola.
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Anexo 15. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para a manutengéo da colénia de ratos SOD1

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Segdo: 2.22 a2.25
Elaboragao:

Revisédo:

Aprovado por: Data:

Obijetivo:

Este POP fixa condi¢des, padroniza, define e estabelece procedimentos que devem ser
aplicados para a manutengao da colbénia de ratos SOD1 na se¢ao de produgao do Biotério
de Producgéo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicagéao:
Aplica-se a col6nia de ratos SOD1, modelo geneticamente modificado, com a finalidade de

garantir as caracteristicas do modelo animal.

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Producéao e Experimentagao

2- Secao de producao

2.22 Manutengéao da colbnia de fundagéo:
1. Manter a col6nia por meio de acasalamentos entre machos ALS positivos com fémeas

SD (dez casais por geragao);

2. Acasalar os animais com dois meses e meio de idade no maximo, pois a partir dos
trés meses de idade pode iniciar o desenvolvimento dos sintomas e apresentar o
fendtipo da doenga. Nesse momento ja ndo sao capazes de se reproduzir em virtude
da paralisia dos membros e da dificuldade de locomogao;

3. Ultilizar o sistema monogémico e manter os casais juntos até 0 momento em que seja
possivel constatar a prenhez;
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10.

11.

. Ao separar os reprodutores machos das fémeas, manté-los na secédo de producéo,

devidamente identificados, para verificar o inicio dos sintomas;

. Registrar no caderno as caracteristicas dos sintomas com os seguintes dados: o

numero do animal, a data de nascimento, a data de inicio dos sintomas, a descrigao
dos sintomas de paralisia, a data de descarte ou do fornecimento caso algum grupo
de pesquisadores tenha interesse;

. Comunicar, a cada renovagéo da colbnia, todos os grupos de pesquisadores que

utilizam a linhagem sobre a previsdo de nascimento dos filhotes e provavel data de
desmame e genotipagem;

. Os grupos de pesquisadores devem se reunir e decidir quem vai utilizar aquela

ninhada;

. Quando estiver proximo ao desmame, agendar e informar aos pesquisadores o dia

para fazer a coleta de tecido dos filhotes para posterior genotipagem;

. Desmamar os animais e identifica-los com o nimero dos pais individualmente. Todos

os animais devem ser identificados com tintura hena, seguindo a numeragéo da
ultima geragao para machos e fémeas, conforme registros;

Apos realizar a coleta de tecido para genotipagem (descrigdo em 2.20), enviar
aos pesquisadores o relatorio dos sintomas dos reprodutores e a relagao de pais
e filhos (numeragédo de cada um). A selegédo dos futuros reprodutores é feita pelos
pesquisadores de acordo com o desenvolvimento dos sintomas e de acordo com o
interesse da pesquisa;

O grupo de pesquisadores devera enviar o resultado da genotipagem (animais ALS
positivos e negativos) e a selegdo dos animais para reprodugao e pesquisa. A idade
dos animais para inicio dos experimentos dependera do grupo.

2.23 Procedimento para a coleta de tecido e genotipagem:
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1.

2.
a)

b)

c)

d)

Nascimento e genotipagem dos filhotes:

Nascem em média 12 filhotes por reprodutora dos quais 50% deverao ser afetados,
mas nao apresentam fenétipo que possa identifica-los antes dos 90 dias de idade.

Método utilizado para a coleta de amostra de tecido:
Desmamar separadamente cada ninhada, identificando o niumero dos pais;

Identificarindividualmente os filhotes de cada pai com marcacgdées distintas (identificacéo
feita com pincel e hena) e numera-los seguindo a sequéncia das geragdes anteriores;

Identificar os eppendorfs com o nimero e o sexo de cada animal;

Coletar uma amostra de tecido da orelha com o auxilio de pinga e tesoura esterilizadas

e individuais para cada animal. Colocar a amostra no eppendorf correspondente aquele
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animal;

e) Armazenar os eppendorfs com as amostras de tecido em gelo seco e envia-los para
o laboratério onde sera realizada a genotipagem.

3. Recebimento do resultado da genotipagem

a) Selecionar os filhotes de acordo com o gendtipo: ALS positivos e negativos, mantendo
a numeracao e a origem (numero dos pais);

b) Separar os filhotes selecionados para reproducgéo e fornecimento conforme solicitagéo
dos pesquisadores, mantendo a ateng&o para nao agrupar animais com a mesma
marcagao em uma mesma gaiola.

2.24 Renovacéo da colbnia:

1. Utilizar dez machos ALS positivos e dez fémeas SD — wild nascidos na mesma época.
As datas dos nascimentos dos filhotes de SOD1 com filhotes de SD precisam coincidir,
para posteriormente serem acasalados entre si, programando as duas colénias em
paralelo.

2. Selecao dos futuros reprodutores (2.19).

3. As fémeas e os machos que néo serao futuros reprodutores, ALS positivos e negativos,
serdo destinados a pesquisa.

2.25 Procedimentos para a realizagdo do acasalamento:

1. Separar o material necessario para o acasalamento (caixas, grades, fichas de
registro);

Realizar acasalamentos na proporg¢ao de uma fémea para um macho;
Colocar primeiramente o macho na gaiola;

Colocar a fémea na gaiola com o macho;

o M 0N

Registrar na ficha de identificagdo de cada gaiola: o tipo de colénia, a linhagem, a
data de nascimento do macho e das fémeas, a data do acasalamento e a proporgao
de fémeas por macho;

6. Apds o nascimento das ninhadas, realizar a sexagem dos filhotes e registrar na ficha
da gaiola a data de nascimento e o numero de machos e fémeas nascidos;

7. Aos 21 dias de idade, desmamar os filhotes e separa-los por sexo, mantendo cinco
animais/gaiola (ver se¢do 2.19 — item 8);

8. Fornecer os animais assim que o grupo de pesquisadores obtiver o resultado da
genotipagem e/ou os animais atingirem a idade solicitada.
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Anexo 16. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para a manutengéo da coldénia de camundongos P2-GFP

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Secgdo: 2.26 a 2.28
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece procedimentos que devem ser
aplicados para a manutengao da col6nia de camundongos P2-GFP na segao de produgéo
do Biotério de Produgéo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do
Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicacao:
Aplica-se a colénia de camundongos P2-GFP, modelo geneticamente modificado, com a
finalidade de garantir as caracteristicas do modelo animal.

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgéo e Experimentacao

2- Secao de producao

2.26 Manutencgao da coldnia de fundagao:
1. Manter a coldnia por meio de acasalamentos entre machos heterozigotos com
fémeas heterozigotas;

2. Manter a colbnia seguindo os procedimentos para camundongos isogénicos (se¢éo
2.8a212);

3. O desmame dos filhotes deve ser feito pelo nimero dos pais individualmente, e todos
0s animais devem ser identificados com o auxilio de um furador de orelha, seguindo
a numeragéao da ultima geragao;

4. Genotipar todos os filhotes para identificar a expressado do gene (homozigoto GFP;
homozigoto 17 ou heterozigoto);
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2.27 Procedimentos para a coleta de tecido e genotipagem:
1. Método utilizado para a coleta de amostra:
a) Identificar os eppendorfs com o numero do animal identificado no desmame;

b) Coletar uma amostra de tecido da orelha com o auxilio de uma pinga e tesoura
esterilizadas e individuais para cada animal;

c) Colocar a amostra no eppendorf correspondente aquele animal;

d) Armazenar os eppendorfs com as amostras de tecido em gelo seco e envia-los
para o laboratoério onde sera realizada a genotipagem.

2. Recebimento do resultado da genotipagem:

a) Assim que o laboratério enviar o resultado da genotipagem, separar os filhotes de
acordo com a expressao do gene;

b) Reservar os heterozigotos irmaos para reproducao;

c) Encaminhar os animais com o gendtipo homozigotos GFP e selvagem para
experimentacao.

2.28 Procedimentos para a realizagdo do acasalamento (se¢éo 2.11 a 2.15) — Anexo 12
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Anexo 17. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para a higienizacao de salas limpas

Numero: FCF-IQ/POP/BPE/2 Secao: 2.29
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:
Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagbes que devem
ser aplicadas pelos funcionarios envolvidos em atividades de rotina em salas de produgao de
ratos e camundongos.

Aplicacgao:
Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos de higienizagdo de salas de produgao, es-
toque, corredores e air-locks do Biotério de Producao e Experimentagdo da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da USP (BPE FCF-IQ/USP).

Siglas:
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

POP — Procedimento Operacional Padronizado
BPE — Biotério de Produgéo e Experimentagao

2- Secgao de producao

2.29 Higienizagao de salas, corredores e antecamaras:
1. Materiais:
Rodo préprio para limpeza de parede (modelo Mop);
Pano (refil) préprio para o rodo;
Solugao de cloreto de benzalcénio a 0,5%;
Recipiente para armazenar a solugéo.

2. Preparo da solugéo de cloreto de benzalconio a 0,5%:
Procedimento para preparo de 1 litro da solugéo
a) Colocar 5 mL de cloreto de benzalcénio no recipiente com o auxilio de uma seringa;
b) Colocar 950 mL de agua esterilizada no mesmo recipiente;
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c) Misturar a solugéo até que fique completamente homogénea.

. Procedimentos de limpeza:
a) Utilizar 6culos de seguranga, além dos equipamentos de protegdo individual
utilizados em areas limpas;

b) Colocar o pano (refil) no rodo de limpeza;

c¢) Umedecer o pano na solugdo de cloreto de benzalcénio a 0,5% sempre que
necessario;

d) Realizar primeiramente a limpeza do teto com movimento continuo e em linha
reta;

e) Realizar a limpeza das paredes e portas com movimento continuo e em linha reta;

f) Realizar a limpeza do piso por meio da varredura umida com a mesma solugéao.
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Anexo 18. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos de rotina da segédo de experimentagao

Numero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/3 Secgédo: 3.1a3.4
Elaboragao:

Reviséao:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que
devem ser aplicadas por todo o pessoal (funcionarios, pesquisadores e alunos) envolvidos
em atividades de rotina dos animais que necessitem ser executadas nas dependéncias

da secgao de experimentagao do Biotério de Produgao e Experimentagdo da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (BPE
FCF-IQ/USP).

Aplicacao:
Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos de rotina do setor de experimentagao do

BPE da FCF-IQ/USP.

Siglas:
POP - Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Producéo e Experimentagao

3- Secao de experimentagao

3.1 Troca das gaiolas sujas de animais:

1. Transportar as gaiolas limpas da sala de estoque de material (sala de esterilizagao e
descontaminacgao) para a sala de animais;

2. Colocar as gaiolas limpas em local proximo a estante cujas gaiolas seréo trocadas;

3. Verificar a ficha de cada gaiola e os avisos deixados na sala pelo pesquisador para o
funcionario;

4. Retirar da estante a gaiola suja a ser trocada e coloca-la na bancada auxiliar;

5. Retirar a grade da gaiola suja e apoia-la na gaiola limpa que vai substitui-la;

6. Transportar os animais cuidadosamente para a gaiola limpa, manuseando-os
individualmente;
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. Observar os animais durante o manuseio, verificando se apresentam sinais de doenca

ou qualquer alteragdo que comprometa sua permanéncia no Biotério; nesse caso,
avisar imediatamente o pesquisador ou responsavel;

8. Tampar a gaiola limpa e colocéa-la no local de onde foi retirada da estante;

9. A estante e a grade devem ser descontaminadas com um pano (proprio da sala)

embebido em alcool 70%;

10. Repetir os procedimentos acima para todas as gaiolas existentes na sala;

11. Transportar as gaiolas sujas para o corredor, de onde seréo levadas para a sala da

antecamara e transferidas para a secéo de higienizacéo e esterilizagéo;

12. Verificar a quantidade de ragdo e agua em todas as gaiolas, repondo se for necessario;

13. Realizar a higienizagao da sala.

3.2 Reabastecimento de agua e ragéo das gaiolas:

1.

Transportar os bebedouros limpos (autoclavados) em carrinhos apropriados da sala
de estoque de materiais (sala de esterilizagdo e descontaminagao) para a sala de
animais;

. Retirar os bebedouros sujos das gaiolas e coloca-los em carrinho apropriado para

bebedouros sujos;

3. Verificar se o bebedouro estd bem tampado e testar se esta correta a vazéo de agua;

4. Colocar o bebedouro no local apropriado para bebedouro na grade das gaiolas,

tomando o cuidado de verificar algum aviso do pesquisador quanto a ndo mexer na
agua;

. Transportar o carrinho de bebedouros sujos até a sala da antecamara, de onde serdao

encaminhados para a sec¢ao de higienizagao e esterilizagao;

. Empurrar o carrinho de ragéo até a sala dos animais e abastecer todas as gaiolas,

tomando o cuidado de verificar algum aviso do pesquisador quanto a ndo mexer na
racgao.

3.3 Limpeza da secéo de experimentagao:

1.

Materiais:

Rodo;

Caixa de polipropileno;

Pano proprio para o rodo;

Pano para limpeza de bancadas;
Solugéo de hipoclorito de sédio a 1%;
Solugao de hipoclorito de sddio a 0,5%;
Saco plastico branco para lixo hospitalar.
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2. Procedimentos para a limpeza das salas:

1. A limpeza deve ser realizada com cuidado, evitando ruidos e procedimentos que
possam causar estresse aos animais;

2. Depois de cada troca das gaiolas, a sala deve ser limpa com o auxilio de um
rodo com o pano apropriado embebido na solu¢do de hipoclorito de sédio a 0,5%,
puxando toda a sujeira do ch&o (varredura umida);

3. Passar um pano apropriado (encontrado na propria sala) com alcool 70% nas
bancadas e pias da sala;

4. O lixo de toda a area deve ser retirado uma vez por dia e levado a sala da antecamara.

3.4 Reabastecimento de materiais (sala de estoque):
3.4.1 Gaiolas:
1. Retirar da autoclave, as gaiolas para ratos, camundongos e gaiolas para
microisoladores e coloca-las na sala para uso do pesquisador.

3.4.2 Bebedouros:
1. Retira-los da autoclave e coloca-los na estante para bebedouros;
2. Um lado da estante é para bebedouros pequenos (300 mL) e o outro para
bebedouros grandes (700 mL a 1 L).

3.4.3 Grades:
1. Coloca-las na estante para grades;

2. Formar pilhas diferentes para grades de ratos e camundongos.

3.4.4 Saco de lixo branco hospitalar:
1. Abastecer a estante com sacos de lixo branco hospitalar.

3.4.5 Fichas de identificagao das gaiolas e suportes:
1. Abastecer a sala com fichas de identificagao e suportes para fichas.
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Anexo 19. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para a manutengéo de coelhos

Numero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/3 Secdo: 3.5a 3.1
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que de-
vem ser aplicadas por todos os funcionarios envolvidos em atividades que necessitem ser
executadas na segao para animais holoxénicos (coelhos).

Aplicacao:
Aplica-se a manutengao de experimentos com coelhos.

Siglas:
POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgéo e Experimentacao

3- Secao de experimentacéo

3.5 Protocolos para coelhos:

1. O Biotério ndo mantém uma produgédo de coelhos. Estes devem ser adquiridos em
granjas e/ou criadouros. Os coelhos recém-chegados passam por quarentena, que
pode ser de duas a quatro semanas. Durante a quarentena, o animal permanece em
observacgédo para investigar possiveis doencas;

2.0 pesquisador devera preencher previamente o protocolo da experimentacéo, que
esta no site do Biotério (www.usp.br/bioterio);

3. As coletas de sangue s&o na veia auricular;

4. As inoculagdes sao subcutaneas, devendo-se utilizar trés a quatro pontos do dorso do
animal, dependendo da quantidade de in6culo;

5. Aiidade ideal para a produgédo de anticorpos policlonais em coelhos é de trés meses.
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3.6 Antigeno:
1 Deve ser o mais purificado possivel, contendo apenas os epitopos desejados, para
produzir anticorpos de maior especificidade;

2 Deve estar livre de toxicidade para o animal (lipopolissacarideos e residuos quimicos);
3 Deve ter pH fisiologico e estar estéril;

4 Deve estar nas concentragbes adequadas. Para coelhos, a concentragao correta é de
50-1.000 ug.

3.7 Adjuvante:

1 O Adjuvante Completo de Freund (ACF), composto de uma emulsdo de agua em dleo
adicionada de Mycobacterium SP, deve ser evitado. Caso seja necessario, deve ser
utilizado apenas na primeira imunizagéo, e o Adjuvante Incompleto de Freund (AIF),
nas imunizagdes subsequentes.

2 Apos o uso do adjuvante de Freund, é recomendado:
- Limitar a concentragéo de Mycobacterium para 0,05 a 0,1mg/mL;

- Adicionar antigeno concentrado ao adjuvante e, desse modo, reduzir o volume de
emulsdo a ser inoculada;

- Manter a esterilidade da solugéo antigénica.

3 Alternativas ao ACF devem ser consideradas, por produzirem respostas inflamatorias
menos intensas e apresentarem resposta imunoldgica equivalente com menor
destruicéo de tecidos e granulomas. Veja alguns exemplos a seguir:

- TiterMax ou TiterMax Gold (CytRx, Norcross, GA);
- Ribi Adjuvant System (RAS — Corixa Corporation, Seattle, WA);

- Syntex Adjuvant Formulation (SAF, SAF-1, SAF-m — Charion Corporation, Emeryville,
CA);

- Gerbu Adjuvants (GERBU Biochemicals GmbH, Gaiberg, Germany);
- Immune-Stimulating Complexes (ISCOMs);

- Aluminum Salt Adjuvants.

3.8 Coleta de sangue pela veia auricular:

1. Com o animal imobilizado na caixa de contencao, realiza-se a dilatagdo do vaso com
uma luz infravermelha. Apés a dilatacao, fazer assepsia com alcool 70% e introduzir a
agulha no vaso central ou no vaso marginal;

2. Para o pré-imune e nas coletas somente para verificagdo das quantidades de
anticorpos, séo coletados de 3 mL a 5 mL;
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3. Para a coleta final em que o coelho sera submetido a eutanasia, coloca-se o animal na

caixa de contencao e realiza-se a dilatagdo do vaso com uma luz infravermelha. Apos
a dilatagcéo, fazer assepsia com alcool 70% e introduzir a agulha no vaso central ou
no vaso marginal; sdo coletados de 30 mL a 40 mL. Apds a coleta de sangue final, o
animal sera submetido a eutanasia, como descrito no item 3.12.

3.9 Procedimentos para a inoculagéo:

1. Para a inoculagao, o animal é apoiado em uma mesa, na qual um funcionario o segura

2.

apenas para evitar que ele se mova durante a inoculagao, enquanto o outro funcionario
realiza a aplicagdo subcutanea do inéculo, utilizando 4 a 5 pontos do dorso do animal,
dependendo da quantidade inoculada;

Apods o término do experimento, os animais sofrerdo eutanasia.

3.10 Eutanasia para coelhos:

1 Ver Anexo 6 — Procedimentos para eutanasia.

3.11 Normas operacionais para o trabalho em area de manutengéo de coelhos:

1

As trocas e a higienizagdo das salas, estantes e gaiolas devem ser realizadas nas
segundas, quartas e sextas-feiras, porém, nas quartas-feiras, somente devem ser
trocadas as bandejas e gaiolas mais sujas;

Retirar as bandejas e bebedouros sujos, substituindo-os por limpos e previamente
preparados pelos funcionarios da segao de higiene e esterilizagao;

Devem ser observadas, durante as trocas, as condigdes dos animais (fezes, urina,
olhos, nariz, orelhas e patas). Os animais que apresentarem algum sintoma anormal
devem ser registrados, e o funcionario devera comunicar a chefia para as devidas
providéncias;

A verificagcao da agua e ragao é diaria;
O cocho deve ser lavado toda semana;

A desinfeccao geral da sala vazia, inclusive de paredes e pisos, deve ser realizada a
cada 15 dias;

A sala é lavada e descontaminada com solugéo de cloreto de benzalcénio a 0,5% ou
hipoclorito de sodio a 1%.
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Anexo 20. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos para anestesia inalatéria com isoflurano

Numero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/3 Secdo: 3.12a3.17
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por: Data:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagdes que de-
vem ser aplicadas por todos os funcionarios e pesquisadores envolvidos em atividades de
rotina executadas na sec¢ao de experimentagéo do Biotério de Produgéo e Experimentagéo
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicagao:
Aplica-se aos procedimentos de anestesia inalatéria com isoflurano em camundongos e

ratos realizados na se¢ao de experimentagédo do BPE FCF/IQ USP.

Siglas:
POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgao e Experimentagao

3- Secao de experimentacao

3.12 Utilizacao da técnica:
1. Aplicar a anestesia inalatéria somente apds realizagao de treinamento adequado;

2. Usar a anestesia inalatéria como primeira opgéo de anestesia em ratos e camundongos;

3. Utilizar a anestesia inalatéria para a contencdo humanitéria de animais durante a
realizagdo de pequenos procedimentos (como coleta de sangue, inoculagéo, bidpsias
etc.) e em procedimentos cirdrgicos;

4. Aplicar a anestesia inalatéria quando for necessario produzir a minima metabolizagao
pelo figado e a menor toxicidade ao organismo do animal.

3.13 Procedimentos para a anestesia inalatéria com isoflurano em ratos e camundongos:

1. Realizar os procedimentos de anestesia inalatéria somente apds treinamento,
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em aparelho localizado dentro da capela para exaustdo de gases, na sala de
procedimentos da secao de experimentagao;

2. Verificar previamente se ha quantidades de oxigénio e isoflurano suficientes para
todo o procedimento.

3. Ligar a iluminacdo e exaustao de ar da capela aonde se encontra o aparelho de
anestesia inalatoria;

4. Conectar o sistema a camara de indugado anestésica;

5. Colocar a quantidade necessaria de isoflurano no aparelho com o auxilio de uma
seringa de 3 mL (a quantidade vai variar de acordo com a espécie, o numero de
animais e a duragéo da anestesia);

. Ligar o suprimento de gas oxigénio;

6

7. Ajustar o fluxémetro entre 500 mL e 1.000 mL por minuto;
8. Colocar o animal na camara de indugéao e fechar a tampa;
9

. Ajustar o vaporizador para 4-5%;

10. Monitorar o animal até a completa sedagao (cerca de 1 minuto para camundongos e 2
minutos para ratos) conforme descrito no item 1.6. Inicialmente, a taxa respiratoria vai
aumentar e, depois, diminuir. O animal apresentara falta de reflexo de endireitamento
(mediante suave tombamento da camara de indugao);

11. Permitir que o animal permanega na camara de indugéo por aproximadamente 10
segundos antes de prosseguir;

12. Conectar o sistema a mascara facial;

13. Cuidadosamente, retirar o animal da caAmara de indugao e posiciona-lo na mascara
facial sobre uma superficie limpa e, de preferéncia, sobre um pano limpo, para nao
perder muito calor. Essa etapa ndo deve demorar, pois de 1 a 3 minutos o animal
comeca a despertar;

14. Recolocar a tampa na camara de indugao imediatamente;

15. Ajustar o gas com o fluxdbmetro em 1000-2000 mL/min e o vaporizador para 1,5-
3%. Se o animal comecar a despertar, gentilmente segure a mascara em sua boca/
narinas até que fique completamente anestesiado novamente;

16. Monitorar a anestesia observando os pardmetros para monitoramento da anestesia
contidos no item 1.7. Se os parametros estiverem corretos, principalmente se o
animal ndo responder ao reflexo de retirada/interdigital, o procedimento pode ser
iniciado. Se o animal responder ao reflexo, aumentar o vaporizador (dentro da faixa
de 1,5% a 3%). Avaliar o animal diversas vezes durante o procedimento e ajustar o
vaporizador conforme necessario;

17. Aplicar um lubrificante para olhos (solugédo fisiolégica estéril, lagrimas artificiais,
pomada oftadlmica estéril ou 6leo mineral estéril) no animal antes de iniciar o
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18.

19.

20.
21.

22.

23.
24.

25.

procedimento, para evitar ressecamento da cornea e a consequente ceratite ou
ulceragéo (o isoflurano inibe o reflexo de piscar);

Manter o animal aquecido durante o procedimento (por exemplo, bolsa de agua
quente, lampada aquecedora), para prevenir a hipotermia. Se possivel, aferir a
temperatura do animal durante e apés o procedimento, conforme descrito no item 1.7;
Desligar o vaporizador ao término do procedimento e deixar o animal por alguns
minutos somente no oxigénio, até que ele comece a despertar (cerca de 1 a 3
minutos);

Atentar para a recuperacao do animal, conforme descrito no item 1.8;

Retirar o excedente de isoflurano, se houver, do aparelho de anestesia, recolhendo
de volta ao frasco;

Desligar o suprimento de gas oxigénio;

Desconectar a mangueira de gas oxigénio do aparelho de anestesia inalatoria;
Higienizar, com papel-toalha e alcool 70%, toda a superficie de trabalho, a mascara, a
camara de indugao, a capela e o aparelho de anestesia inalatéria. Se houver sangue,
retirar primeiro com um pano umedecido e, depois, limpar com alcool 70%;

Desligar a lampada e o sistema de exaustao da capela.

3.14 Descricéo dos planos anestésicos:
1. Observar os seguintes sinais para determinar o plano anestésico:

a) Sedacao: cauda e cabecga baixas; locomocao desacelerada e, posteriormente,
auséncia de movimentagdo, bem como diminuigcdo e regularidade do padréo
respiratoério;

b) Anestesia leve: perda do reflexo de endireitamento e presenca de resposta a
estimulos dolorosos;

c) Anestesia cirurgica: perda do reflexo de retirada de membros e pingamento de
cauda e espaco interdigital das patas; diminuicdo/auséncia de ténus muscular dos
membros; diminuicao e padrao regular de frequéncia cardiaca e respiratéria;

d) Overdose: padrao respiratério profundo e irregular; presenca de cianose (coloragéo
azulada) nos coxins plantares, orelhas, cauda; auséncia de resposta da pupila a
luz; frequéncia cardiaca lenta e irregular.

3.15 Parametros para monitoramento da anestesia:
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Profundidade e frequéncia respiratéria:

a) normal: ratos (70-115 movimentos respiratérios por minuto) e camundongos (94-
163 movimentos respiratérios por minuto);

b) observar a expansao da cavidade toracica;
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c) observar a presenca de secregbes na porgdo posterior da garganta (um som
semelhante ao gargarejo). Se isso ocorrer, limpar as vias aéreas com swab;

2. Frequéncia cardiaca:
a) normal: ratos (250-450 batimentos por minuto) e camundongos (325-780 batimentos
por minuto);
b) sentir suavemente os lados do térax com os dedos ou com o auxilio de um
estetoscopio, para ter uma ideia da frequéncia cardiaca e de sua regularidade, pois
é dificil contar os batimentos cardiacos em pequenos roedores.

3. Coloragdo de membranas mucosas:
a) observar a coloracdo das gengivas (normal: rosadas; anormal: azulada);
b) aferir o tempo de reperfusao capilar para ter uma ideia da pressao arterial: pressionar
com o dedo a gengiva até que fique palida, retirar o dedo e observar o tempo que
leva para voltar a coloragao que estava (normal: maximo 2 segundos).

4. Temperatura corporal:

a) normal: ratos (37 °C) e camundongos (37,5 °C);

b) verificar o parametro normal de temperatura utilizando termémetro digital com o
sensor posicionado na mucosa retal;

c) manter o animal aquecido durante e apds a aplicacdo da anestesia, utilizando
plastico-bolha (enrolar suavemente o animal de modo que, apds voltar da anestesia,
consiga se mover), lampada aquecedora (monitorar constantemente, para evitar
hipertermia e/ou queimaduras) ou bolsa de agua quente (monitorar constantemente,
para evitar hipertermia e/ou queimaduras).

5. Reflexos (medigéo do grau de depresséo do sistema nervoso):

a) Reflexo de retiradalinterdigital(*): estender um membro e usar os dedos para
beliscar o espaco interdigital dos membros posteriores (mas nédo o dedo da pata
em si). Se o animal puxar o membro, os musculos contrairem ou o animal vocalizar,
nao esta suficientemente anestesiado. Falta de resposta indica anestesia profunda;

(*) Nao tao eficacia com anestésicos inalatérios (pode desaparecer no plano leve de
anestesia).

b) Reflexo de pincamento da cauda: usado para realizar o reflexo de retirada/
interdigital em pequenos roedores de pata muito pequena;

c) Reflexo palpebral (piscamento): tocar levemente a pele no canto medial do olho
ou correr o dedo ao longo dos cilios Se o animal piscar ou mover as palpebras,
ndo esta suficientemente anestesiado. Esse reflexo desaparece durante o plano
leve de anestesia com isoflurano (desconsiderar a avaliagao desse reflexo na
realizacdo de anestesia com cetamina);

d) Reflexo anal: pingar o esfincter e observar a contragdo da musculatura ou sua
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auséncia (plano cirurgico plano profundo de anestesia com isoflurano).
6. Outros parametros:

a) Lacrimejamento: observar a redugao da produgéo de lagrimas em estagios mais
profundos de anestesia cirurgica;

b) Relaxamento muscular: observar a auséncia do tdnus muscular da mandibula no
plano cirurgico de anestesia com isoflurano.

3.16 Recuperagéo da anestesia (o periodo vai variar de acordo com o grau de invasividade
do procedimento realizado e a duragdo da anestesia):

1. Colocar o animal em uma gaiola individual com papel limpo e sem maravalha (para
prevenir danos por aspiragao ou morte);

2. Manter o animal aquecido (usando uma lampada de infravermelho, bolsa de agua
quente ou plastico-bolha);

3

. Monitorar o animal até que fique consciente, sendo capaz de manter a postura corporal
normal e realizar suas fungdes fisioldgicas normais (beber agua, comer, defecar etc.);

Apés procedimentos cirdrgicos invasivos, se necessario repor as perdas hidricas
(conforme item 1.9) e continuar com o protocolo analgésico indicado para o caso
(deve ser iniciado antes da realizagdo da cirurgia quando a anestesia € inalatéria);

5. Facilitar o acesso do animal aos pellets de ragéo e ao bebedouro com agua;
. Colocar o animal de volta a sua gaiola original e retorna-lo a sala de animais;

. Monitorar o animal nos dias subsequentes até quando for necessario quanto a peso,
temperatura corporal, postura e comportamento indicativo de dor, ingestdo de agua e

alimento, lambedura no local cirurgico etc., avaliando a recuperagao e determinando
até quando administrar o analgésico de escolha.

3.17 Fluidoterapia:

1. Calcular a quantidade de fluido a ser reposta (aproximadamente 10 mL/kg/hora);

2. Administrar fluidos aquecidos (exemplo: solugéo salina estéril) por via subcutanea ou
intraperitoneal. Se o animal ja estiver totalmente consciente, administrar por via oral;

3. Estimar o grau de desidratagdo, monitorando o peso do animal antes e apds o
procedimento.
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Anexo 21. Procedimento Operacional Padronizado (POP)

Titulo: Procedimentos de coleta de sangue via puncgédo cardiaca em ratos

Numero: FCF-IQ/USP/POP/BPE/3 Secdo: 3.18 a 3.22
Elaboragao:

Reviséo:

Aprovado por:

Objetivo:

Este POP fixa condigbes, padroniza, define e estabelece regras e recomendacgdes que
devem ser aplicadas por todo o pessoal (funcionarios, pesquisadores e alunos) envolvido
em atividades de coleta de sangue de ratos, via pungéo cardiaca, que necessitem ser
executadas nas dependéncias da secao de experimentag¢édo do Biotério de Experimentacao
e Producgao da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universi-
dade de Sao Paulo (BPE FCF-IQ/USP).

Aplicagao:
Aplica-se ao conhecimento dos procedimentos de coleta de sangue via pungéo cardiaca em

ratos da secdo de experimentacao do BPE da FCF-IQ/USP.

Siglas:
POP — Procedimento Operacional Padronizado

BPE — Biotério de Produgéo e Experimentacao

3- Secao de experimentacao

3.18 Utilizacao da técnica:
1- Uso da puncéo cardiaca como coleta de sangue terminal, realizada no animal sob
anestesia profunda;
2- Realizada quando for necessario retirar grandes volumes de sangue (cerca de 10 mL
de um rato de 150 g);
3- Utilizada na obtengéo de amostra de sangue arterial e venoso (misto).

3.19 Procedimentos para anestesia profunda dos animais:
1- Contencéo para a administracdo da anestesia injetavel via intraperitoneal (IP):
a- Apoiar a mao delicadamente sobre o dorso do animal e envolvé-la abaixo dos
membros anteriores do animal. Se necessario, segurar os membros posteriores.
Essa técnica pode ser realizada tanto dentro da gaiola como em cima da grade;
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b- Executar o procedimento desejado (injegdo IP) e liberar o animal em seguida,
devolvendo-o para a gaiola.

3.20 Injecao intraperitoneal (IP):

1-

Volume maximo por inje¢édo: 5-10 mL (agulha 25 x 5.5 ou 25 x 6);

Segurar o animal como descrito no item 3.1, com a cabega ligeiramente inclinada
para baixo, para permitir que as visceras se desloquem em direcdo ao diafragma e
reduzir o risco de perfuragéo dos intestinos e do ceco;

Administrar a inje¢ao no quadrante inferior direito do abdémen do animal;

Introduzir a agulha fazendo um angulo de 20° a 45° com a parede abdominal; caso a
agulha seja muito comprida, introduzi-la apenas parcialmente;

Aspirar um pouco a seringa, antes de injetar a substancia, para verificar se nao
atingiu a bexiga, os intestinos ou algum vaso;

Aplicar a inje¢édo de anestésico.

3.21 Calculo da anestesia:

1-

Calcular a dose anestésica a ser administrada de acordo com os seguintes dados:

a-75 mg/kg cetamina + 10 mg/kg xilazina IP;
b-0,75 ml (75 mg) cetamina + 0,5 mL (10 mg) xilazina + 0,75 mL solugao para injecao;
c-Obtém-se 4 a 5 doses de 0,2 mL/100 g.

3.22 Coleta de sangue via punc¢ao cardiaca:
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1-
2-

3-
4-

5-

6-

7-

Anestesiar o animal;

Verificar se ndo ha reflexos, realizando o teste de sensibilidade a estimulos dolorosos,
por meio do pingamento das interdigitais e da cauda;

Posicionar o animal em decubito dorsal;

Passar uma gaze embebida em alcool 70% por toda a extensao do tronco do animal;
localizar o coragao, posicionando o dedo polegar sobre o térax, e deslizar o dedo
sobre 0 0sso esterno e a cartilagem xifoide, até o ponto onde n&o for mais possivel
sentir a cartilagem xifoide;

Introduzir a agulha perpendicularmente a parede toracica, em um angulo de 45°, com
uma leve inclinacao para a esquerda;

Aplicar sucgéo leve para aspirar o sangue depois de ter penetrado o coragéo. Acoleta
deve ser lenta (0 sangue € bombeado para a seringa, ndo sendo necessario puxar o
émbolo rapidamente);

Se no momento da sucgéo houver resisténcia e o sangue n&o aparecer, o bisel da
agulha pode nao estar no local correto. Nesse caso, mover lentamente a agulha para
tras e tentar reposiciona-la.
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Anexo 22. SALA Ne:
PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1. Identificagdo do experimento

1.1. Titulo do projeto:

1.2 Finalidade académica:
Pesquisa () Ensino ()
2. Equipe

Pesquisador responsavel:

Aluno responsavel:

Colaboradores:

Unidade/bloco:

Ramal/USP:

Tel. emergéncia:

E-mail:

2.1 Qualificagéo da equipe quanto a experiéncia e treinamentos anteriores:

2.1.1 O pesquisador (alunos envolvidos) necessita de treinamento?

2.2 Periodo do experimento:

Inicio [ Término [

2.3 Procedéncia dos animais:

2.4 Modelo animal:
() Rato () Camundongo

2.5 Linhagem Sexo () Macho () Fémea
Ne de animais

3. Procedimentos experimentais

Jejum: ()Sim ( )Nao

Periodo de restrigao
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Restricao hidrica: () Sim () Nao

Periodo de restrigao

Imobilizagdo do animal: () Sim () Ndo. Como

Ocorrera leséo: () Sim () Nao. Qual

Cirurgia: () Sim () Nao

Anestesia: () Sim () Nao. Qual

Recuperagao poés-cirurgica: () Sim () Nao.
Justifique

Uso de analgésico: () Sim () Nao.
Justifique

3.1 Envolvera dor intencional nos animais?
()Sim () Néo.
Justifique

3.2 Exposigao a agentes quimicos/fisicos/biolégicos/mecanicos? Quais?

3.3 Os materiais utilizados durante os procedimentos experimentais, bem como animais
mortos, devem ser autoclavados (esterilizados previamente ao descarte)?

3.4 Havera extracao de fluidos? Especificar:
vias

Frequéncia de
amostras

Quantidade de
amostras

3.5 Qual é o método de eutanasia?

4. Ha riscos para o funcionario ou pesquisador? Quais?

4.1 Outros comentarios relevantes sobre o experimento:
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Anexo 23. COELHOS
PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1. Identificagdo do experimento

1.1. Titulo do projeto:

1.2 Finalidade académica:
Pesquisa ( ) Ensino ( )

2. Equipe
Pesquisador responsavel:

Aluno responsavel:
Colaboradores:

Unidade/bloco:
Ramal USP:

Tel. emergéncia:
E-mail:

2.1 Periodo do experimento:

Inicio [ Término [

2.2 Procedéncia dos animais:

2.3 Modelo animal: coelho

2.4 Raca Sexo () Macho ( ) Fémea
Ne de animais

2.5 O projeto foi avaliado pela Comissao de Etica e de Biosseguranca da unidade?
Sim () Néao ( )

3. Procedimentos experimentais

3.1 Substancia inoculada

Frequéncia/quantidade de amostras
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4. Ha riscos para o funcionario? Quais?

4.1. Outros comentarios relevantes sobre o experimento e/ou agendamento de coletas de
sangue e inoculagdes:
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Anexo 24. AGENDAMENTO DE AULAS PRATICAS

Aluno(a):

Orientador(a):

Laboratorio/departamento:

Projeto:

Numero do protocolo da Ceua:

Telefone/ramal para contato:

E-mail:

Assinale abaixo as técnicas experimentais necessarias para treinamento, a ser agendado
no Biotério de Produgao e Experimentacao (BPE):

Manejo e contengdo de camundongos

Manejo e contencdo de ratos

Pesagem de camundongos

Pesagem de ratos

Via de inoculagdo em camundongos: vasos da cauda

Via de inoculagdo em camundongos: plexo retro-orbital

Via de inocula¢do em camundongos: intraperitoneal

Via de inocula¢do em camundongos: intramuscular
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Via de inoculagdo em camundongos: oral por gavagem

Via de inoculagdo em camundongos: subcutanea

Via de inoculagdo em ratos: veia peniana

Via de inoculac¢do em ratos: vasos da cauda

Via de inoculagdo em ratos: intraperitoneal

Via de inoculag¢do em ratos: intramuscular

Via de inoculag@o em ratos: oral por gavagem

Via de inoculag¢do em ratos: subcutanea

Via de coleta de sangue em camundongos: plexo submandibular

Via de coleta de sangue em camundongos: intracardiaca

Via de coleta de sangue em camundongos: vasos da cauda

Via de coleta de sangue em ratos: intracardiaca

Via de coleta de sangue em ratos: vasos da cauda

Via de coleta de sangue em ratos: aorta abdominal

Eutanasia de camundongos

Eutanasia de ratos
Anestesia injetavel em camundongos

Anestesia injetavel em ratos

Anestesia inalatdria em camundongos

Anestesia inalatoria em ratos

Utilizagdo de gaioleiro metabolico

Utilizagao de rack ventilado

Utilizagao de fluxo laminar

Boas praticas de higiene e seguranga nas salas experimentais

Nogdes de reproducao

Fluxograma operacional no Biotério de Producdo e Experimentacdo (BPE)

Outros:
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